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Resumen 
El género Ocimum contiene aproximadamente 150 especies caracterizadas por tener 
una gran variabilidad morfológica y de quimiotipos, además de su importancia y gran 
valor en la industria de perfumería, cosmética,  alimentaria y farmacéutica. El Valle del 
Cauca cuenta con las condiciones edafoclimáticas propicias para la producción de 
albahaca, lo que lo convierte en uno de los departamentos con mayor potencial en el 
país. Sin embargo, los materiales de esta especie carecen de información genética y 
presentan variaciones en la calidad de la biomasa y aceites esenciales, razón por la cual 
se realizó un estudio con el fin de determinar la diversidad genética de algunos 
materiales de Ocimum sp pertenecientes a la Colección de Plantas Medicinales, 
Aromáticas y Condimentarias de la Universidad Nacional de Colombia Sede Palmira y su 
posible relación con la composición química de sus aceites esenciales.  Se analizó por 
cromatografía de gases con detector selectivo de masas (GC-MS), la composición 
química de los aceites esenciales de cinco accesiones de albahaca, extraídos mediante 
destilación por arrastre de vapor.  Los componentes mayoritarios del aceite esencial de 
albahaca negra fueron: Metileugenol (48,6%), trans-β-Cariofileno (10,9%), δ-Guaieno 
(8,5%) y Biciclogermacreno (8,1%); los de albahaca morada, trans-Cinamato de metilo 
(55,2%), cis-Cinamato de metilo (15,5%) y Estragol (7,1%); los de albahaca clavo, 
Eugenol (37,4%), 1,8-Cineol (15,5%), β-Selineno (11,1%) y trans-β-Cariofileno (8,1%); 
los de albahaca blanca, Linalool (36,9%), Eugenol (13,9%), trans-Bergamoteno (6,3%) y 
1,8-Cineol (6,0%); y los de albahaca fina verde, trans-Cinnamato de metilo (34,1%), cis-
Cinnamato de metilo (12%) y Linalool (11,9%).  Para el análisis de la variabilidad 
genética se evaluaron nueve accesiones de albahaca, utilizando marcadores 
moleculares RAMs (Random Amplified Microsatellites), obteniendo una He de 0.3147 y 
un porcentaje de loci polimórfico de 82.94%, para los nueve materiales, lo que indica una 
alta diversidad de alelos en todos ellos. En conclusión, mediante la caracterización de los 
componentes de los aceites esenciales y la caracterización molecular, se logró hallar 
diferencias y similitudes entre los materiales evaluados y observar algunas relaciones 
entre las mismas. 
 
Palabras clave: Ocimum sp, RAMs, aceites esenciales, diversidad genética marcadores 
moleculares, fitoquímica, Valle del Cauca. 
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The genus Ocimum contains between 50-150 species characterized by a great 
morphological variability and chemotypes, besides its importance and great value in the 
industry of perfumery, cosmetics, food and pharmaceutical. The Valle del Cauca has soil 
and climatic conditions conducive for production of basil, making it one of the 
departments with the highest potential in the country. However, the materials of this kind 
have no genetic information and have variations in the quality of the biomass and 
essential oils reason a study was conducted in order to determine the genetic diversity of 
Ocimum spp some materials belonging to the Collection of Medicinal Plants, Aromatic 
and seasoning of the National University of Colombia Palmira and its possible relation to 
the chemical composition of their essential oils. Analyzed by gas chromatography with 
mass selective detector (GC- MS), the chemical composition of five essential oils 
accessions basil, extracted by distillation by steam. The major components of black basil 
essential oil were: Methyl eugenol (48.6%) , trans - β - caryophyllene (10.9%) , δ - 
Guaieno (8.5%) and bicyclogermacrene (8.1%) , the purple basil , methyl trans - 
cinnamate (55.2%) , cis - methyl cinnamate (15.5%) and Estragol (7.1%) , the basil clove, 
eugenol (37.4%), 1 ,8- cineole (15.5%) , β - selinene (11.1%) and trans- β - caryophyllene 
(8.1%) , the white basil , Linalool (36.9%) , Eugenol (13.9%), trans- Bergamoteno (6.3%) 
and 1,8- cineole (6.0%) and those of fine green basil, trans- cinnamate (34.1%), cis- 
cinnamate (12%) and Linalool (11.9%). For the analysis of genetic variability evaluated 
nine basil accessions using molecular markers RAMs (Random Amplified Microsatellites), 
obtaining a He of 0.3147 and a percentage of polymorphic loci of 82.94%, for the nine 
materials, indicating a high diversity of alleles at all. In conclusion, by characterizing the 
components of essential oils and molecular characterization, it was possible to find 
differences and similarities between the materials evaluated and observed some 
relationships between them. 
 
Keywords: Ocimum sp, RAMs, Essential oils, genetic diversity, molecular markers, 
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El género Ocimum, de la familia Lamiaceae, contiene más de 150 especies 
(Pushpangadan and Bradu, 1995) de hierbas y arbustos de regiones tropicales y 
subtropicales de Asia, África, así como de centro y Sur América (Shadia, et al, 2007). Es 
una fuente de aceites esenciales y compuestos aromáticos (Simon et al, 1999) y es a 
menudo usada como una hierba culinaria y una planta atractiva, fragante ornamental 
(Morales y Simón, 1996).  
 
Las especies del género  Ocimum, han sido muy utilizadas como  plantas aromáticas y 
medicinales en muchos países, por ejemplo en Egipto, India, Grecia, Italia, Marruecos 
entre otros (Shadia, et al, 2007); se caracterizan por presentar una gran variabilidad 
morfológica y de quimiotipos (Marotti et al, 1996) que contienen aceites esenciales ricos 
en diferentes constituyentes, como linalol, geraniol, citral, alcanfor, eugenol, timol, etc. 
Estos aceites esenciales  representan un valor inmenso para la industria de perfumería,  
cosmética,  alimentaria y la farmacéutica (Pushpangadan et al, 1979; Cáceres, 1996). 
Por lo anterior, las especies del género Ocimum (albahaca) son consideradas un cultivo 
de importancia económica global, con una producción mundial anual de 100 t de aceites 
esenciales (Fundación Exportar, 2006; citado por Chirinos et al., 2009).  Es una especie 
originaria del Asia meridional, principalmente de la India (Fonnegra y Jiménez, 2007) y ha 
sido muy cultivada en climas cálidos.  Es una planta herbácea anual, de hasta 50 cm de 
altura, tallo anguloso, cuadrangular, muy ramificado, hojas opuestas, aovadas, anchas 
hasta lanceoladas, con glándulas de aceite, flores blancas o tenuemente rosadas, 
sésiles, labiadas, con brácteas verdes, reunidas en una panícula terminal, fruto tipo 
cápsula y dehiscente (Fonnegra y Jiménez, 2007).  
 
Altos niveles de variabilidad morfológica y química existen dentro del género (Carovic et 
al, 2007),  sin embargo, la mayoría de sus especies son basadas esencialmente en 
morfología de las hojas y el color, que con frecuencia dependen de las condiciones 
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ambientales (Labra et al, 2004).  La taxonomía de Ocimum es confusa debido a la 
hibridación interespecífica, poliploidización y la existencia de quimiotipos o razas 
químicas que son morfológicamente similares (Simon et al, 1999).   
 
Los aceites esenciales de las especies de albahaca  presentan diferencias marcadas en 
la composición, y algunos se han clasificado como quimiotipos de diversos orígenes 
geográficos: el quimiotipo Europeo, considerado como el de olor más fino, presenta como 
componentes principales al linalol y estragol; el quimiotipo Reunión, se caracteriza por 
presentar altas concentraciones de estragol; el quimiotipo Tropical, es rico en cinamato 
de metilo; y un quimiotipo de África del norte y de la antigua Unión Soviética es rico en 
eugenol (Marotti et al, 1996). 
 
El Valle del Cauca es uno de los departamentos con mayor participación en la producción 
nacional de Albahaca y uno de los departamentos con mayor potencial según el Plan 
Hortícola Nacional (2006 – 2010), ya que cuenta con las condiciones edafoclimáticas 
propicias para su producción,  encontrándose subespontánea entre Palmira y Cerrito 
(García Barriga, 1975). Sin embargo, se ha identificado que la gran mayoría de 
productores trabajan con semilla tradicional sin información certera sobre la variedad o 
especie trabajada, generando una diversidad en la calidad de la biomasa y en los aceites 
esenciales de los diferentes materiales como materia prima para la transformación, por lo 
que se requiere iniciar estudios que permitan caracterizar los diferentes materiales 
cultivados en el departamento y de esta forma,  identificar y seleccionar variedades que 
permitan obtener producciones de mayor calidad.  
 
La diversidad genética es la base para la selección de variedades sobresalientes 
(Lozano, et al, 2002) y ha sido estudiada directamente a nivel del ADN o indirectamente a 
través de marcadores moleculares (Pérez y  Ramírez, 1999). Los marcadores 
moleculares son un grupo de técnicas que permite el estudio del genoma de un 
organismo a nivel del DNA. No se ven afectados por variaciones ambientales ni de 
desarrollo, muestran la base misma de la variación de los individuos, permiten 
seleccionar regiones concretas dentro de la molécula de ADN para estudios 




Morillo, 2003).  Entre los marcadores moleculares conocidos, los RAMs (Random 
Amplified Microsatellite o Microsatélites Amplificados al Azar) son muy útiles para medir 
la diversidad genética en plantas y animales, muestran la base misma de la variación de 
los individuos, permiten seleccionar regiones concretas dentro de la molécula de ADN 
para estudios determinados, el número de polimorfismos detectables es teóricamente 
ilimitado y permiten analizar tanto la información que se expresa como la que no lo hace 
(Henríquez, 2000).  Estos marcadores se basan en la Reacción en Cadena de la 
Polimerasa (PCR), son altamente reproducibles y permite la detección de polimorfismo 
en el ADN intra e interespecífico.  Los fragmentos de ADN amplificados en la reacción, 
están compuestos de dos microsatélites suficientemente cercanos para amplificar por 
PCR el área entre ellos (Zietkiewicz et al., 1994). 
 
El presente trabajo tuvo como objetivo general,  evaluar la diversidad genética y 
composición química de aceites esenciales de accesiones de Ocimum spp cultivados en 
el departamento del Valle del Cauca. 
Como objetivos específicos, Caracterizar fitoquímicamente los aceites esenciales 
obtenidos de diferentes accesiones de ocimum spp cultivadas en el Valle del Cauca, 
caracterizar molecularmente diferentes accesiones  de Ocimum spp cultivadas en el Valle 
del Cauca y relacionar la diversidad genética y la composición química de  aceites 
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1. REVISIÓN DE LITERATURA 
1.1 Generalidades de la Albahaca  
1.1.1 Origen y distribución 
En general, la albahaca es una planta clasificada como originaria de Persia y Asia 
tropical, aunque autores como Riberiro y Simón (2007), la ubican como originaria de 
África oriental, además ha sido naturalizada en toda América tropical y las Antillas 
(Vargas y Bottia, 2008).  La especie es de amplia distribución y abundancia, su cultivo se 
ha extendido por las regiones templadas, sobre todo en los países de la cuenca 
mediterránea (Lizcano, 2007), de este modo se le puede encontrar de forma espontánea 
en las cercanías de las poblaciones y de las viviendas campesinas o como único cultivo; 
la albahaca se produce en climas cálidos y secos, el altitudes de 0 a 1.000 msnm, sin 
embargo, también existen cultivos en climas fríos bajo invernadero (Rodríguez et al., 
2002). 
1.1.2 Clasificación taxonómica  
La albahaca pertenece al orden: Tubiflorae, Familia: Lamiaceae, Género: Ocimum, 
especie: Ocimum basilicum L. (Elicriso, 2010).  Etimológicamente el nombre científico de 
la albahaca expresa la característica principal de esta especie: “su agradable olor”. El 
nombre genérico Ocimum se deriva de la palabra griega ókimon, que significa regio o 














Especie: Ocimun sp. 
1.1.3 Descripción botánica 
La albahaca es una planta herbácea con hábito de crecimiento anual, tiene tallos erectos, 
cuadrangulares y ramificados que alcanzan de 30 a 50 cm de altura. Posee hojas de 2 a 
5 cm, opuestas, pecioladas, lanceoladas de bordes dentados, ápice agudo y base 
estrecha. Las flores son bancas, rosadas o púrpuras, dependiendo de la variedad y están 
dispuestas en espigas alargadas y axilares ubicadas en los extremos de las ramas 
(Bonilla y Guerrero, 2010). El fruto está formado por cuatro aquenios pequeños y lisos. 
(Muñoz, 2002). La albahaca es de crecimiento indeterminado, pues el meristemo terminal 
permanece vegetativo durante todo el ciclo de desarrollo, sin embargo, después del inicio 
de la floración el crecimiento vegetativo y reproductivo tiene lugar al mismo tiempo, de 
este modo la planta no entra en receso (Chalala et al., 2002).  El fruto está formado por 
cuatro aquenios pequeños y lisos (Lizcano, 2007). Es una planta de polinización cruzada 
o alogama (cuando el transporte de polen y la fecundación ocurre entre individuos 
genéticamente diferentes), de ahí su variabilidad.  Se produce a libre exposición y bajo 
invernadero, bajo este último sistema las variedades presentan características con hojas 
más pequeñas y de color más intenso (Cortés y Clavijo, 2008).  
1.1.4 Ecofisiología 
Hábitat: Originaria de Persia y Asia Menor, se ha extendido su cultivo por las regiones 
templadas (Muñoz, 2002), se ha naturalizado y se encuentra cultivada en todas las 
regiones tropicales de América (Cáceres, 1996).   
Bajo condiciones de invernadero, la albahaca presenta un mayor crecimiento y por lo 
tanto los ciclos de corte son más cortos que a libre exposición y aún más cortos si se 
utiliza mulch como cobertura del suelo; generalmente esta diferencia se observa pocos 
días después de la siembra y es así como a libre exposición el primer corte, que aunque 
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depende de las condiciones ambientales presentes en cada zona, puede estar entre las 6 
y 7 semanas después de siembra (dds). En condiciones de invernadero con mulch, el 
ciclo al primer corte con iguales condiciones de altitud y la misma variedad, puede estar 
entre 4 y 5 semanas (dds); bajo condiciones de invernadero sin laterales y con sistema 
hidropónico a 500 msnm, el ciclo al primer corte es de 3 semanas (dds) (Bonilla y 
Guerrero, 2010). 
Altitud: El cultivo de albahaca se puede establecer en un rango altitudinal entre 0 y 2.600 
msnm, no es un limitante definitivo y se puede cultivar bajo ambientes modificados como 
los invernaderos (Bonilla y Guerrero, 2010). 
Clima: Templado y templado – cálido, no resiste las heladas, ni temperaturas inferiores a 
- 2° C. Crece bien entre los 15 y 25° C y a media sombra (Muñoz, 2002). La temperatura 
que requiere el cultivo es relativamente alta, con fotoperiodos largos durante su ciclo 
(Bonilla y Guerrero, 2010). Según Cortés y Clavijo (2008), las condiciones óptimas de 
temperatura son 24 a 30°C durante el día y 16 a 20°C durante la noche, esto combinado 
con longitudes del día de 16 horas conduce a altas tasas de desarrollo, pero las 
temperaturas mayores a los 30°C durante el día pueden causar marchitamiento (Bonilla y 
Guerrero, 2010).  
Es una especie extremadamente sensible a heladas e incluso a bajas temperaturas 
nocturnas, cuyo daño se conoce como “chilling”.  La temperatura base (Tb)  o 
temperatura por debajo de la cual las plantas detienen sus procesos metabólicos, puede 
variar entre variedades y entre fases de desarrollo, sin embargo, para la albahaca la Tb 
promedio es de 4°C, es decir que a esta temperatura no hay un buen funcionamiento 
fisiológico y por lo tanto no hay un desarrollo significativo, sin embargo, puede pasar que 
la planta sea capaz de recuperarse de este evento negativo, a diferencia de las heladas o 
las temperaturas inferiores a los -2°C, condiciones a las cuales la albahaca no resiste 
(Cortés y Clavijo, 2008).  La albahaca producida en climas fríos, bajo invernadero 
produce  un 70% menos, las hojas son más pequeñas y el color más intenso, es 





Suelo: requiere que sea rico en materia orgánica de mediana fertilidad, ligero, silíceo – 
arcilloso, franco o humífero, permeable, más bien fresco. Los arcillosos son inadecuados. 
Debe cultivarse en parcelas situadas a libre exposición, en terrenos bien mullidos, lisos y 
con posibilidad de riegos eventuales (Muñoz, 2002). 
1.1.5 Multiplicación 
La multiplicación se hace por semilla o esqueje (Cáceres, 1996). Sin embargo, la 
propagación por esquejes no es un método común y para llevarlo a cabo se deben 
utilizar suelos permeables, con alto contenido de materia orgánica, pero no es el método 
más recomendable para su propagación (Bonilla y Guerrero, 2010).   
El peso medio de 1000 semillas es aproximadamente 1,40 g. Su poder germinativo es de 
un 85 %, en laboratorio, durante 15 días y a una temperatura de 20 a 25° C. Se 
trasplantan a mano o con máquina de trasplantar cuando tienen 6 hojas o 10 cm. Se 
siembran 1,25 g en 125 m2 para tener plantas suficientes para plantar 1 ha (Muñoz, 
2002). 
La siembra directa es poco común, se hace en terreno bien preparado, sin malas hierbas, 
a mano o con máquinas sembradoras de hortalizas, en surcos separados de 60 a 70 cm  
y una distancia de 20 – 30 cm entre plantas. La densidad óptima de plantación es de 
unas 75000 pl/ha. La cantidad de semilla varía de 3 a 5 Kg/ha, según la sembradora 
utilizada y la densidad de siembra (Muñoz, 2002). 
1.1.6 Propiedades y usos 
La albahaca tiene propiedades aromáticas y medicinales, de ahí su uso culinario, 
cosmético y medicinal, tales propiedades han sido atribuidas popularmente y confirmadas 
farmacológicamente (Bonilla y Guerrero, 2010).  
La albahaca es considerada antiinflamatoria, carminativa, febrífugo, laxante, analgésica, 
diurética, sedante, galactogénica, estomacal, tónica, antiséptica y antiespasmódica, 
también un fortalecedor del sistema nervioso y efectivo para aliviar la fatiga nerviosa, el 
insomnio nervioso y el cansancio físico y mental (Morales, 2007; Ryman, 1998; Fonnegra 
y Jiménez, 2007; Bonilla y Guerrero, 2010). Las distintas especies de albahaca se usan 
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en infusión o decocción de toda la planta para curar las infecciones intestinales, en 
inhalaciones en las afecciones catarrales y bronquiales; en infusión como calmante, 
diurética y carminativa (García Barriga, 1975; Morales, 2007); tópicamente se usa para 
tratar afecciones de la piel y se ha comprobado in vitro su actividad antimicótica y 
antimicrobiana (Hernandez y Rodríguez, 2001; Chalala et al., 2002). Como estimulante 
se usa para aumentar secreción de leche en las madres durante la lactancia (López et 
al., 2002).  Su uso también se ha investigado en el  campo agropecuario, donde se 
realizan investigaciones de repelencia de artrópodos fitófagos y manejo de arvenses por 
medio alelopático (Fundación para la Innovación Agraria, 2008).  O. basilicum se emplea 
en el nordeste de Brasil por pequeños agricultores para ahuyentar insectos de huertas o 
plantaciones, disponiendo las plantas alrededor del cultivo, en puntos considerados 
estratégicos (Albuquerque y Andrade, 1998).   
Es una de las plantas aromáticas más apreciadas en cocina, considerada como 
insustituible por un gourmet (Corporación Colombia Internacional y Ministerio de 
Agricultura y Desarrollo Rural, 2006). Las hojas frescas y secas se usan para sazonar 
comidas y ensaladas (Cáceres, 1996).  De este modo, esta planta es materia prima en la 
producción de esencias, fitofármacos, jabones, cosméticos, perfumes y varios tipos de 
alimentos, como los vegetales en conserva y los encurtidos (Rodríguez, et al., 2002; 
López et al., 2002; Cortés y Clavijo, 2008). En el campo de la culinaria es muy utilizada 
para acompañar carnes, ensaladas y para preparar salsa pesto (Bonilla y Guerrero, 
2010). 
Los aceites esenciales de O. basilicum L., son conocidos comúnmente en el mercado 
internacional como “Sweet Basil” (Vargas y Bottia, 2008). Estos son sintetizados y 
almacenados en los tricomas glandulares especializados que posee la planta, ubicados 
en diversos órganos (flores, hojas, brotes, tallos y semillas), la calidad depende de 
factores externos (climáticos y agronómicos) e internos del cultivo (variedad, edad de la 
planta y órgano) (Chirinos et al., 2009). La albahaca, como la mayoría de hierbas 
aromáticas, contiene bajas concentraciones de aceite esencial, el cual generalmente 
varía entre 0,1 a 1,0 %, lo que hace que el aceite esencial sea costoso (García, 2005). 
Hay pruebas de los efectos que producen los aceites esenciales de Ocimum 




(climáticos y agronómicos) e internos del cultivo (variedad, edad de la planta y órgano 
utilizado) (Werker et al., 1993), se obtienen por destilación con arrastre de vapor de agua, 
es un líquido amarillo a verde pálido, olor intenso alcanforado, especioso, ligeramente 
parecido a la menta (Cáceres, 1996), siendo muy utilizados en la industria alimenticia 
fundamentalmente en Francia como saborizante y condimento; en farmacia como 
estimulante, antiespasmódico, antialopécico y en la industria de perfumería para 
aromatizar cosméticos y perfumería fina (Vega et al, sf), así como en la preparación de 
productos bucales, licorería y alimentación (Muñoz, 2002). El aceite esencial de O. 
basilicum posee actividad insecticida contra los mosquitos Anopheles stephensi, Aedes 
aegypti y Culex quinquefasciatos (Bhatnagar et al, 1993).   
En cuanto a la composición de los aceites esenciales de albahaca, esta depende de la 
variedad seleccionada y del lugar donde se cultive, según Lizcano (2007), el aceite 
esencial de Ocimum basilicum L., es rico en linalol, metil-chavicol y eugenol, mientras 
que Vargas y Bottia (2008), indican que este aceite se caracteriza por su alto contenido 
de estragol y linalol. Existe una gran variedad de especies del género Ocimum sp., que 
aunque son morfológicamente similares, producen aceites esenciales ricos en 
componentes diferentes o en mezclas de éstos, de este modo, es posible diferenciar 
cinco variedades de esta esencia, dependiendo de su origen geográfico (Günther, 1974; 
Fleischer, 1981, Vargas y Bottia, 2008): 
a) European Basil Oil (Aceite de albahaca europeo), considerado como el de más 
alta calidad, contiene linalool y estragol, en relación 2 o 3:1. Otros constituyentes 
importantes, pero presentes en bajas proporciones, son 1,8-cineol, eugenol, α-
terpineol y geraniol. 
b) Egyptian Basil Oil (Aceite de albahaca Egipcio), es similar al anterior, excepto que 
la relación linalool – estragol es menor. 
c) Reunion o Comoro Basil Oil (Aceite de albahaca de Comoro), posee casi 
exclusivamente estragol. 
d) Bulgarian Basil Oil (Aceite de albahaca búlgaro), cuyo componente mayoritario es 
el Cinamato de metilo. 
e) Java Basil Oil (Aceite de albahaca de java), se caracteriza por un alto contenido 
de eugenol. 
28 Diversidad Genética y Composición Química de los Aceites Esenciales de 




Aunque los aceites esenciales de las diferentes variedades de albahaca son variables 
según el origen geográfico de la planta (Gallouin, 2007), prevalecen los compuestos 
monoterpenos y fenilpropanoides (Marotti et al, 1996).    
1.1.7 Cosecha y poscosecha 
Se puede realizar de forma manual o mecanizada.  Altura de corte: de 10 a 15 cm. sobre 
la superficie del suelo, debe dejarse parte del área foliar para garantizar el rebrote de las 
ramas; frecuencia: la primera cosecha se realiza en la máxima floración, lo que ocurre 
entre los 90 y 110 días después de sembrada, momento en que el rendimiento potencial 
del aceite se encuentra entre 0.3 y 0.4% (método de hidrodestilación total). Se reportan 
rendimientos de 20 t/ha año en dos cortes (12t/ha y 8t/ha respectivamente) (Vega et al, 
sf). Se recomienda que la cosecha se realice muy temprano en la mañana para obtener 
producto turgente.  
El periodo transcurrido desde la recolección de los productos en el campo hasta que son 
consumidos en estado fresco o son utilizados en un proceso de preproducción o 
transformación, se le conoce con el nombre de poscosecha y comprende las etapas de 
selección, clasificación, empaque, transporte y almacenamiento.  
Este proceso debe realizarse garantizando la inocuidad del producto, teniendo en cuenta 
aspectos como la infraestructura requerida, el personal capacitado y dotado con 
tapabocas, cofias y batas, la adecuación de un cuarto frío para almacenamiento y 
formatos para el registro de las labores de higiene y la trazabilidad del producto (Bonilla y 
Guerrero, 2010). 
1.2 Diversidad genética 
La población de individuos que componen una especie vegetal, están bajo una continua 
interacción dinámica de adaptación con los factores en los que crece esa población. 
Dichos factores son los bióticos (microorganismos, otras especies vegetales, animales 
inferiores y superiores) y los abióticos (clima y suelo), por lo cual, cada especie adapta la 




entorno. Como resultado de esta interacción adaptativa, se acumula información genética 
que a manera de variantes cada especie va almacenando entre los miembros de su 
población y que se van transmitiendo a las siguientes generaciones a través del tiempo. 
Así pues, a pesar de que la población de individuos en una especie comparte 
características comunes y se pueden cruzar entre ellos, también existen entre ellos 
muchas variantes individuales. El conjunto de todos los individuos con sus respectivas 
variantes es lo que se conoce como variabilidad genética de una especie (Franco e 
Hidalgo, 2003). 
Las fuentes de variabilidad genética dependen de procesos evolutivos, distribución 
geográfica y domesticación. Toda esta variabilidad se almacena en el genoma de las 
especies, y puede o no expresarse en características que permitan ser identificadas.  Por 
lo tanto, desde el punto de vista de su expresión, la variabilidad contenida en una especie 
se puede agrupar en dos clases: la que se expresa en características visibles (fenotipo) y 
las que no se expresan en características visibles y que generalmente se refieren a los 
procesos o productos internos de la planta.  En relación con el fenotipo, los caracteres 
que lo conforman corresponde en mayor proporción  a la descripción morfológica de la 
planta y su arquitectura (descriptores morfológicos) (Franco e Hidalgo, 2003).  
1.2.1 Importancia de la diversidad genética 
La variabilidad genética es un componente básico de la biodiversidad y su trascendencia 
es bien conocida en el campo de las plantas cultivadas.  Desde los comienzos de la 
agricultura, jugó un papel relevante en los procesos de mejoramiento genético. En los 
últimos años, los intereses siguen centrados en la diversidad genética y su conservación 
en los germoplasmas originales (Vallejo y Estrada, 2002).   
La diversidad genética de especies domesticadas ha permitido el desarrollo de especies 
agrícolas con mejores cosechas. Gracias a la biodiversidad tanto silvestre como 
cultivada, estas nuevas variedades de plantas pueden adaptarse a cambios climáticos, 
son resistentes a plagas y enfermedades e incluso soportan la erosión a través del 
desarrollo de sistemas radiculares más vigorosos. El potencial desconocido de genes, 
especies y ecosistemas es inestimable y valioso. A escala mundial, se estima que 
únicamente se ha identificado el 10% de todos los organismos vivos que habitan el 
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planeta, y una mínima fracción de esta biodiversidad conocida ha sido estudiada 
minuciosamente con el fin de conocer todos su potenciales y propiedades en beneficio de 
los seres humanos (Estrella et al, 2005). 
Cualquier diferencia morfológica entre dos o más individuos sirve como una “etiqueta” o 
“marcador morfológico” que se convertirá en un rasgo característico que se puede usar 
para la diferenciación de individuos dentro de una misma especie. Sin embargo, algunos 
de estos marcadores pueden ser afectados por condiciones ambientales o pueden existir 
materiales mal caracterizados, en especial cundo son fenotipos muy similares (Fory, 
2005). La identificación basada exclusivamente en marcadores morfológicos, no es 
totalmente satisfactoria debido a su lentitud y de ahí la necesidad del empleo de otros 
medios como los moleculares (Ford-Llyod, 2001). 
El aprovechamiento de la biodiversidad mediante la biotecnología, permite lograr 
valorizaciones sostenibles, que contribuyen a aumentar la productividad agrícola e 
industrial, a mejorar la salud y nutrición a través de la identificación y uso de ingredientes 
y moléculas en la nutrición y salud, así como en limpiar y mantener el medio ambiente 
(Roca, 2003). 
1.3 Marcadores Moleculares 
Una serie de técnicas moleculares de gran desarrollo en los últimos años permiten 
conocer la información genética que los organismos portan. Funcionan como indicadores 
de diferentes regiones del genoma y se los conoce en forma genérica como marcadores 
moleculares.  Permiten evidenciar variaciones (polimorfismos) en la secuencia del ADN 
entre dos individuos, modifiquen éstas o no su fenotipo. En relación a los vegetales, son 
de utilidad en estudios evolutivos y de genética poblacional, manejo de bancos de 
germoplasma, identificación, protección legal de germoplasma, mapeo, selección asistida 
por marcadores y clonado de genes. (Picca et al, 2004). 
Un marcador es un punto de referencia en un cromosoma, que puede o no corresponder 
a un gen (Picca et al, 2004; Tanksley,1983). Son secuencias de ADN que permiten 




sin ninguna función o codificación conocida, pero que su herencia puede seguirse 
empleando en técnicas moleculares establecidas (Henríquez y Muñoz, 2007). 
Los marcadores pueden ser empleados para buscar diferencias en los patrones de 
expresión entre plantas, lo cual indica que son específicos para cada material genético, 
siendo una vía que confirma que el método puede ser usado para evaluar las variaciones 
genéticas en las plantas (Rodríguez y Arencibia, 2002). Un marcador molecular 
monomórfico es invariable en todos los organismos estudiados, pero cuando presenta 
diferencias en el peso molecular, actividad enzimática, estructura, o sitios de restricción, 
se dice que es polimórfico. A veces el grado de variación es tal que se denominan 
hipervariable (Claros y Gonzalo, 2001). 
Los marcadores moleculares relacionados a una característica específica son de 
particular interés porque permiten identificar individuos que contengan esa característica 
y diferenciarlos de los que no la posean, es decir que dan información sobre la diversidad 
genética. Esto es un aspecto esencial en el campo de la biología tanto aplicada como 
fundamental: Ecología, Biología de la Evolución, Taxonomía, Agronomía, Biotecnología, 
Microbiología, Genética, etc. Un gran número de técnicas moleculares puede ser 
utilizado para obtener marcadores de diversidad mediante la detección de polimorfismo a 
nivel de ADN. (Mosquera, 2005). 
Dentro de los marcadores moleculares se menciona la existencia de dos tipos: las 
proteínas (principalmente las isoenzimas) y los marcadores de ADN (Azofeifa, 2006). 
1.3.1 Isoenzimas 
Las isoenzimas, o aloenzimas, son las proteínas más ampliamente usadas como 
marcadores moleculares y éstas fueron los primeros marcadores moleculares usados en 
genética de plantas (Tanksley et al. 1981). Se definen como diferentes formas 
moleculares de una enzima, que poseen una actividad catalítica común, es decir actúan 
sobre el mismo sustrato. Ciertos cambios en el ADN que codifica estas enzimas 
(mutaciones) pueden resultar en cambios en la composición de aminoácidos, originando 
proteínas con la misma actividad biológica pero con diferente carga neta y por tanto con 
diferentes velocidades de migración en un campo eléctrico. Estas diferencias determinan 
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patrones característicos de migración electroforética de las formas iso-enzimáticas (Picca 
et al, 2004). 
Las isoenzimas se obtienen por homogenización del tejido (semilla, raíz, hoja) en 
soluciones «buffer» y se analizan mediante electroforesis en un soporte sólido, 
generalmente almidón. El gel puede ser cortado en capas horizontales y cada una se 
destina a una solución de revelado específica que consta de un sustrato, un colorante y 
cofactores, disueltos en un buffer apropiado (Picca, 2004). 
Se trata de una técnica muy popular por su sencillez, bajo costo, rapidez y gran cantidad 
de información que puede aportar. Presenta la limitación de niveles bajos de 
polimorfismo, lo que la limita para algunos usos (Jiménez y Collada, 2000). 
1.3.2 Marcadores de ADN 
Un marcador de ADN es un punto de referencia en un cromosoma, que puede o no 
corresponder a un gen (Picca et al, 2004).    
Presentan una serie de ventajas frente a los proteicos: no se ven afectados por 
variaciones ambientales ni de desarrollo, muestran la base misma de la variación de los 
individuos, permiten seleccionar regiones concretas dentro de la molécula de ADN para 
estudios determinados. El  número de polimorfismos detectables es teóricamente 
ilimitado, permiten analizar tanto la información que se expresa como la que no, y en la 
actualidad, se han desarrollado un gran número de técnicas adecuadas a las diferentes 
situaciones. Tienen diferentes características en cuanto a su tipo de herencia y 
dominancia; por lo tanto, la elección de los mismos debe hacerse pensando en la 
información que se quiere obtener. En este sentido, al elegir la técnica a utilizar 
tendremos en cuenta si proporciona un marcador dominante o codominante, si maneja 
ADN nuclear (generalmente de origen biparental), o ADN mitocondrial de origen 
monoparental (materno) o ADN de cloroplasto, también de origen monoparental 
(dependiendo de las especies es paterno o materno). También será necesario tener en 
cuenta el costo y la dificultad de la técnica, así como la necesidad de información previa 





Diversas técnicas de biología molecular se encuentran disponibles para detectar 
variabilidad en la secuencia de ADN.  La reacción en cadena de la polimerasa (PCR), las 
enzimas de restricción, la separación electroforética de los fragmentos de ADN, las 
sondas marcadas y las hibridizaciones son algunas de las técnicas que permiten obtener 
un número virtualmente ilimitado de marcadores moleculares y cubrir la totalidad del 
genoma de un organismo (Picca et al, 2004). 
Los marcadores moleculares pueden ser clasificados en tres grupos (Azofeifa, 2006; 
Picca et al, 2004): 
a) Marcadores basados en la hibridación del ADN: Este tipo de estudio involucra 
la detección de un segmento específico (marcador molecular) en el ADN de estudio por 
hibridación con un fragmento marcado radiactivamente de secuencia complementaria al 
marcador (sonda) (Picca et al, 2004). Entre los marcadores basados en hibridación se 
encuentran los marcadores de Polimorfismo en la Longitud de Fragmentos de Restricción 
(RFLP), que identifica polimorfismos por el corte de la doble cadena de ADN, por medio 
de enzimas de restricción. Los fragmentos generados por dichas enzimas se someten a 
electroforesis en gel de agarosa, para luego ser separados por tamaños. Para identificar 
las secuencias de interés en los productos heterogéneos (de bandas), es necesario 
hibridarlas con otras secuencias de cadena sencilla o sondas que deben ser marcadas 
radioactivamente con 32P previamente obtenidas en el laboratorio (Ferreira y 
Grattapaglia 1998).  También se encuentran en este grupo los minisatélites o VNTR 
(variable number of tandem repeats), que son repeticiones en tandem de secuencias del 
genoma que contienen de 9 a 100 pares de bases (Picca et al, 2004). 
b) Marcadores basados en la amplificación del ADN: La amplificación por medio 
de la reacción en cadena de la polimerasa PCR produce un número ilimitado de copias 
del ADN. Esta técnica comprende la síntesis enzimática in vitro de millones de copias de 
un segmento específico de ADN con la enzima ADN polimerasa, algunos reactivos y una 
fuente de calor. Esta técnica se basa en el apareamiento y la polimerización enzimática 
de un par de oligonucleótidos utilizados como indicadores que delimitan la secuencia de 
ADN de doble cadena, la cual es el blanco de la amplificación. Estos iniciadores son 
sintetizados de forma artificial de manera que sus secuencias de nucleótidos se 
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complementan con las secuencias que flanquean la región de interés. (Ferreira y 
Grattapaglia 1998). 
Como variación del protocolo de PCR se encuentra una técnica de amplificado arbitraria 
para encontrar polimorfismos (RAPDs), la cual utiliza un solo iniciador de diez nucleótidos 
de secuencia arbitraria. Por la diferencia de solo un par de bases o mutación de punto no 
se presenta complementaridad del iniciador con el sitio de unión e impide la amplificación 
de ese segmento. (Ferreira y Grattapaglia 1998). El análisis de los RAPDs se usa como 
método para mapeo genético y para la cuantificación de poblaciones de variabilidad 
genética en especies de cultivos relacionados (Soltis et al. 1998). 
c) Marcadores mixtos: Esta técnica, una de las más empleadas en la actualidad 
debido a su calidad y cantidad de información, combina la eficiencia y precisión de los 
RFLP con el poder del PCR. Con AFLP se pueden generar entre ochenta y doscientos 
puntos de información por cada muestra analizada (Vos et al., 1995). AFLP (polimorfismo 
en la longitud de fragmentos amplificados de ADN) puede considerarse como una 
combinación de RFLP y RAPDs. (Picca et al, 2004).Marcadores mixtos: Esta técnica, una 
de las más empleadas en la actualidad debido a su calidad y cantidad de información, 
combina la eficiencia y precisión de los RFLP con el poder del PCR. 
1.3.3 Marcadores Microsatélites o Secuencias Simples 
Repetidas (SSR) 
Con el origen de la PCR, a finales de la década de los 80, los microsatélites se 
convirtieron en los marcadores mendelianos más poderosos encontrados hasta el 
momento (Henríquez y Muñoz, 2007).  Son regiones de secuencias pequeñas (2 a 10 
pares de bases) repetidas, arregladas en serie, las cuales se asume que están 
distribuidas al azar por todo el ADN. Son secuencias de ADN altamente variables 
dispersas a través de los genomas de hongos, plantas y animales, los cuales pueden o 
no estar asociadas con genes; son loci altamente mutables que pueden estar presentes 
en muchos sitios del genoma (Azofeifa, 2006).  La base genética del polimorfismo 
detectado en microsatélites se basa en la variabilidad del número de repeticiones en 
tandem y consecuentemente del tamaño del microsatélite amplificado en individuos de 




Una característica supremamente importante de los microsatélites es la obtención 
relativamente fácil de información a partir de su estructura molecular, así como de su 
tasa de mutación (Henríquez y Muñoz, 2007). 
Generalmente, las repeticiones de dinucleótidos constituyen los microsatélites más 
comunes, que pueden ser de tres tipos: perfectos (ej. (CA)n), imperfectos (ej. (CA)n-
CCA-(CA)m) y compuestos (ej. (CA)n(TG)m), donde n y m son el número de repeticiones 
del motivo. Los tri y tetranucleótidos son menos habituales (García-Mas et al., 2000). En 
plantas el dinucleótido más importante es AT (Henríquez y Muñoz, 2007), aunque existen 
particularidades según la especie vegetal. 
El diseño de cebadores específicos para las secuencias únicas que flanquean el motivo 
repetido, frecuentemente más conservadas, permite la amplificación por PCR de la 
región repetitiva y la visualización de todos los alelos posibles para un locus 
microsatélite, debido a la frecuente variación en el número de repeticiones del motivo 
(García-Mas, et al, 2000).  
Los microsatélites se corresponden con regiones hipervariables, por lo que presentan un 
alto grado de polimorfismo. Son marcadores codominantes y altamente reproducibles, 
que permiten realizar estudios individuales entre poblaciones, mapas genéticos y 
estudios filogenéticos (Jiménez y Collada, 2000).  
El único limitante que presenta ésta tecnología es el desarrollo mismo de los “primers” 
microsatélites. El único acceso a los microsatélites es caracterizarlos a través de 
laboriosas fases de clonación, detección y secuenciación, a fin de determinar las 
secuencias flanqueadoras que pueden ser usadas (Henríquez y Muñoz, 2007). 
1.3.4 Microsatélites Amplificados al Azar (RAMs) 
Método para  medir la diversidad genética en plantas y animales usando cebadores 
basados en microsatélites. Combina los beneficios de los microsatélites y los RAPD 
(Random Amplified Polymorfhic DNA. (Muñoz et al, 2008).  
Los RAM se basan en la reacción en cadena de la polimerasa (PCR), el método es 
altamente reproducible y permite la detección de polimorfismos en el ADN intra e 
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interespecífico. Los fragmentos de ADN amplificados en la reacción están compuestos de 
dos microsatélites suficientemente cercanos para amplificar por PCR el área entre ellos 
(Zietkiewicz et al., 1994). 
La base genética de estos marcadores es la misma de los RAPD, es decir, utiliza un solo 
“primer” de secuencia arbitraria, por lo cual la secuencia blanco también es desconocida. 
Difieren de los RAPD porque estos tienen menor tamaño del cebador que los RAM.  Al 
igual que los RAPD, los RAM detectan un solo alelo por locus (Muñoz, et al, 2008).   
El poder de resolución de los marcadores genéticos está determinado por el nivel de 
polimorfismo que pueden detectar. Esto se ve afectado principalmente con la frecuencia 
de mutación en los sitios del genoma involucrados. Como el rango evolutivo entre los 
microsatélites es considerablemente más alto que en la mayoría de los otros tipos de 
ADN, hay gran probabilidad de hallar polimorfismos mediante los RAM que por otras 
técnicas, incluyendo los RAPD (Muñoz et al, 2008). La fuente de variabilidad en los 
fragmentos obtenidos por la técnica RAM no es aún conocida pero hay tres posibilidades 
(Hantula et al., 1996): 
- Las mutaciones en el sitio de unión podrían evitar la amplificación de un fragmento 
como en los marcadores RAPD. Esto es posible pero puede ser menos probable con 
los microsatélites porque la variabilidad en estos elementos resulta principalmente de 
diferencias en el número de repeticiones. 
- El resultado de una inserción o supresión entre el fragmento amplificado podría 
originar amplio polimorfismo o ausencia de productos, dependiendo de la habilidad de 
amplificación. 
- La variabilidad en el número de repeticiones del microsatélite podría determinar el 
tamaño del polimorfismo. 
Este método es muy eficiente y proporciona tantos datos para estudios entre especies, 
como microsatélites resulten de alto grado de mutaciones. Sin embargo, la necesidad de 
clonación, secuenciación y síntesis de los primers específicos de la especie, reduce su 




La técnica RAMs se ha utilizado con éxito en vegetales como uchuva (Physallis 
peruviana, (Bonilla et al., 2004), mora Rubus sp., (Morillo et al., 2003), guayaba Psidium 
guajava (Sanabria et al., 2006), nacedero Trichantera gigantea, (Posso, 2010), bambú 
Guadua angustifolia Kunth,(Rugeles, 2011) y especies del género Erythrina (Gómez, 
2012) entre otras. 
1.4 Aceites esenciales 
1.4.1 Definición 
Los aceites esenciales son mezclas complejas de sustancias volátiles, producto del 
metabolismo secundario de las plantas, y que generan en conjunto el olor característico 
de los vegetales (Bandoni, 2000; Stashenko, 1998).  Son sustancias líquidas, aromáticas 
y volátiles, de características lipofílicas, que se obtienen a partir de diferentes partes de 
las plantas a través de métodos físicos, e.g. destilación con vapor, y que llevan en sí 
misma la huella, olor y sabor, del material vegetal del que proceden (Vargas y Bottia, 
2008).  
Los aceites esenciales poseen una química compleja, aunque generalmente consisten en 
una mezcla de un grupo heterogéneo de sustancias orgánicas: hidrocarburos, alcoholes, 
aldehídos, cetonas, ésteres, etc., de peso molecular menor de 400 Da y presión de vapor 
suficientemente alta para volatilizarse a temperatura ambiente (Bauer et al, 2001; Marsili, 
2002). La mayoría poseen una densidad menor que la del agua, excepto en algunas 
esencias como la del clavo. Generalmente son líquidos incoloros o amarillentos; algunos 
presentan coloraciones azules como el aceite de manzanilla o verdes, en el caso del 
aceite de bergamota. Se destacan por su alta volativilidad, la inestabilidad frente a los 
factores como la luz, el oxígeno, algunos oxidantes, reductores, pH extremos o la 
presencia de trazas de metales, que pueden catalizar reacciones de descomposición 
(Reyes y Patiño, 2007). 
Son solubles en medio no polar, son más liposolubles cuanto mayor sea el contenido de 
hidrocarburos monoterpénicos. Tienen alta solubilidad en etanol, lo que es explotado en 
la elaboración de fragancias y extractos hidroalcoholicos para la industria farmacéutica y 
cosmética. Otra característica de los aceites esenciales es que refractan la luz 
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polarizada, propiedad usada para su control de pureza y poseen un índice de refracción 
característico (Bandoni, 2000). 
Los aceites esenciales extraídos de las plantas aromáticas tienen una gran y variada 
aplicación en diferentes industrias (fármacos, alimentos, aromas, cosméticos, etc.) 
(Bandoni, 2000; Stashenko et al, 1998).  Debido a su heterogeneidad química, presentan 
una amplia gama de propiedades biológicas, i.e. antisépticos, sedantes, 
antiespasmódicos, diuréticos y digestivos, y como estimulantes de la respiración y la 
circulación (Jirovetz, 2006).  En cuanto al valor comercial y el uso de los aceites 
esenciales, éstos dependen de su composición química, la cual está condicionada por 
factores de tipo botánico, agrícola y extractivo (Stashenko et al, 1998). 
1.4.2 Clasificación  
Los aceites esenciales se clasifican con base en diferentes criterios: consistencia, origen 
y naturaleza de los compuestos mayoritarios.  De acuerdo con su consistencia los aceites 
esenciales se clasifican en esencias fluídas, bálsamos y oleorresinas; de acuerdo a su 
origen, se clasifican como naturales, artificiales y sintéticos y desde el punto de vista 
químico, por la naturaleza de sus componentes mayoritarios, los aceites esenciales ricos 
en monoterpenos se denominan aceites esenciales monoterpenoides, los ricos en 
sesquiterpenos son los aceites esenciales sesquiterpenoides y los ricos en fenilpropanos 
son los aceites esenciales fenilpropanoides (Martínez, 2003). 
Los aceites de Ocimum presentan marcadas diferencias en la composición, y algunos 
quimiotipos de diversos orígenes geográficos se han clasificado: el quimiotipo Europeo, 
considerado como el de olor más fino, presentando el linalol y estragol como 
componentes principales; el quimiotipo Reunión, se caracteriza por altas concentraciones 
de estragol; el quimiotipo tropical, es rico en cinamato de metilo; y un quimiotipo de África 
del norte y de la antigua Unión Soviética es rico en eugenol (Marotti et al, 1996). 
1.4.3 Mercado de los aceites esenciales 
Debido a sus diversas propiedades, los aceites esenciales tienen dos grandes mercados. 




principalmente sus características organolépticas. El segundo es el que se nutre de sus 
componentes, aislados o no, en donde podría estar incluida la industria farmacéutica 
(Bandoni, 2000). 
A excepción de algunos casos esporádicos, la demanda de las esencias sigue la fuerte 
expansión del mercado de productos naturales. Dichos casos suelen presentarse cuando 
la esencia compite con productos sintéticos de similar valor económico y organoléptico 
(Gómez, 2007).  
En los últimos 50 años, las industrias farmacéutica, alimenticia y cosmética aumentaron 
la demanda de los aceites esenciales; cerca del 50% de la producción mundial de aceites 
esenciales se usa en sabores (predominantemente bebidas), entre un 5 y 10% se emplea 
en fitoterapia y aromaterapia y entre un 20 y 25% en fragancias (Monsalve, 2007).  
La producción mundial de aceites esenciales es de miles de toneladas anuales, es decir, 
estamos ante un mercado de indudable importancia económica y de tamaño 
considerable, si bien puede pasar de inadvertido para el público en general. Los niveles 
de producción no son comparables para todos los aceites esenciales y hay desde los que 
solo de obtienen unas pocas toneladas anuales, hasta las que superan las 100.000 
(Sánchez, 2006). Más del 75% de estos productos se producen en Asia, y donde solo 
China abarca el 40% de la producción mundial. El 15% de la producción se da en 
América del Norte y América Central (García, 2004).   
Los principales países productores de AE en el mundo son los Estados Unidos, la 
Comunidad Europea y un número importante de países en vía de desarrollo. Los aceites 
esenciales que tienen mayores implicaciones económicas en el mundo son menta, limón, 
rosa, jazmín, aceites esenciales con alto contenido de citral, de sándalo, vetiver, pachulí, 
geranio, cedro, lavandina, esencias de citronela y cítricos, los cuales en su gran mayoría 
son consumidos por EUA, la CE y Japón (Usuga, 2009).  
El mercado de aceites esenciales en Colombia, como sucede a nivel mundial, es muy 
especializado y competitivo. Por esta razón la obtención de información es difícil, 
particularmente en lo que respecta a volúmenes de consumo, origen de los productos y 
precios (García, 2004). 
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La producción de aceites esenciales en Colombia es muy escasa y se reduce a 
cantidades mínimas en algunos sectores del país; de esta manera, se puede considerar 
que los aceites esenciales consumidos son prácticamente importados en su totalidad de 
otros países (Biocomercio Sostenible, 2003). 
Gran parte de las empresas dedicadas a la elaboración de perfumes, fragancias y 
sabores, pertenecen a firmas multinacionales, en su mayoría europeas y 
estadounidenses, de las cuales, algunas tienen completa autonomía o autonomía 
limitada y otras con dependencia total de la casa matriz para adquirir aceites esenciales 
como materia prima (García, 2004).  
En lo referente a la clasificación arancelaria No. 33 relativa a Aceites Esenciales y 
Preparados para Cosméticos, el mayor volumen de importaciones se presenta en 
mezclas de sustancias odoríferas que son importadas por las casas de sabores 
multinacionales que operan en el país y por empresas de bebidas y alimentos 
multinacionales que realizan directamente la importación de sus casas matrices (oficinas 
principales) ó de las casas de sabores en el exterior.  Las importaciones de aceites 
esenciales en el 2012 sumaron US$ 10.918.748 millones de dólares, mientras que las 
exportaciones sumaron US$ 406.765 (Agronet, 2013). Los principales países de donde 
se importa son de países desarrollados como Estados Unidos, México, Suiza, donde se 
encuentran las oficinas principales de las casas multinacionales de fragancias y sabores, 
mientras que las mayores exportaciones se realizan a los países del pacto andino (Perú, 
Venezuela, Ecuador) (Biocomercio Sostenible, 2003).  
Con respecto al mercado objetivo de estos productos y plantas medicinales en fresco se 
destacan Estados Unidos, Japón, Alemania y Francia en Europa y México y Brasil en 
América Latina. Los países que se identifican como competidores- por ser los principales 
exportadores de ingredientes naturales-, son India y China y para América Latina: 
México, Brasil, Perú y Guatemala (López et al, 2009). 
En general, se pueden distinguir claramente dos mercados. Primero, el interno en el que 
en su orden de importancia involucran especies como manzanilla, hierbabuena, cilantro, 
limonaria, cidrón, albahaca y tomillo. Segundo, el de exportación en el que se destacan 




(7%), laurel (6%) y eneldo (5%), sin contar en este grupo con el cardamomo que 
representa un porcentaje significativo de las exportaciones (López et al, 2009). 
Se estima, que en el mundo se producen más de 42 toneladas de aceite esencial de 
Ocimum basilicum, conocido comúnmente como “Sweet Basil” (Lawrence, 1992), que se 
caracteriza por su alto contenido de estragol y linalool (Günther., 1974).  Además, existe 
una gran variedad de especies Ocimun sp que, aunque son morfológicamente similares, 
producen AE ricos en otros componentes o mezclas de éstos (Vargas y Bottia, 2008). 
1.4.4 Métodos de obtención de los aceites esenciales 
Los aceites esenciales se extraen de los tejidos vegetales que los contienen por diversos 
métodos de acuerdo con la estabilidad térmica de sus componentes, su localización en la 
planta y acorde con las necesidades particulares de cada industria. Los principales 
métodos utilizados para obtener aceites esenciales dividen en técnicas destilativas y 
métodos por expresión (Bandoni, 2000; Guenter, 1995). 
- Hidrodestilación 
Su principio consiste en llevar a estado de ebullición una suspensión acuosa de un 
material vegetal aromático, permitiendo que los vapores generados se condensen y 
sean colectados. Posteriormente, se separa el aceite, que es inmiscible en agua. Se 
debe tener en cuenta, que el material vegetal debe estar siempre en contacto con el 
agua (Bandoni, 2000).  Se precisa de esta técnica para el aislamiento de esencias 
florales, e.g. ylang-ylang y rosas (Jirovetz y Buchbauer, 2005). 
- Destilación con agua y vapor 
Es un método donde el material vegetal se coloca sobre un tramado (falso fondo) que 
no permite el contacto del material vegetal con el agua. Una vez iniciado el proceso, 
el agua dentro del alambique se lleva hasta ebullición y el vapor generado in situ 
pasa a través del material vegetal.  Consecuentemente, se evita que el material 
vegetal se queme ya que la cámara de agua lo protege del calentamiento directo. Es 
importante que el vapor de agua generado pase a través de la carga uniformemente 
para garantizar la extracción completa de la esencia (Bandoni, 2000; Jirovetz y 
Buchbauer, 2005). Varias Farmacopeas la recomiendan como el método óptimo de 
obtención de esencias (González, 2004). 
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- Destilación por arrastre con vapor 
Es el método más sencillo, seguro y más usado a nivel industrial, ligado a la 
producción de alcohol, basado en que la mayor parte de los componentes olorosos 
presentes en el material vegetal pueden ser arrastrados por el vapor de agua 
(Bandoni, 2000). Es una destilación de la mezcla de dos líquidos inmiscibles y 
consiste en una vaporización a temperaturas inferiores a las de ebullición de cada 
uno de los componentes volátiles por efecto de una corriente directa de vapor de 
agua. Los vapores que salen del cuello de Cisne se enfrían en un condensador 
donde regresan a la fase líquida, los dos productos inmiscibles, agua y AE y, 
finalmente, se separan en un vaso Florentino (Bandoni, 2000). 
Esta técnica es muy utilizada especialmente para esencias fluídas, especialmente las 
utilizadas para perfumería. Se utiliza a nivel industrial debido a su alto rendimiento, la 
pureza del aceite obtenido y porque no requiere tecnología sofisticada (Martínez, 
2003). Igualmente, se usa para extraer aceites de rizomas, raíces, semillas (vetiver, 
valeriana, jengibre, anís, cardamomo, etc) y de hojas secas o fermentadas de 
algunas plantas (e.g., patchoulí) (Stashenko y Martínez, 2012). 
- Hidrodestilación asistida por la radiación de Microondas. 
En ésta técnica, el material vegetal se sumerge al agua (aproximadamente una 
tercera parte del material) en un equipo de destilación tipo Clevenger (Stashenko et 
al, 2003) y se somete a la acción de la radiación de microondas. El agua se calienta 
hasta ebullición, se producen vapores que atraviesan las estructuras celulares y 
permiten la evaporización del aceite esencial contenido en ellas. Luego, el aceite 
esencial arrastrado por el vapor de agua, se condensa y se colecta. Los aceites 
esenciales se encuentran libres de los productos de combustión y de otros 
contaminantes, por tal razón, este método favorece especialmente la obtención de las 
esencias de interés en la perfumería (Jirovetz y Buchbauer, 2005). Dentro de las 
ventajas de este procedimiento están la rapidez, la economía y el hecho que durante 
la extracción no se afecta la naturaleza química del aceite (Bandoni, 2000). 
- Expresión 
La expresión es un método simple por medio del cual es posible obtener un aceite 




tratamientos térmicos. Sin embargo, esta técnica extractiva sólo es aplicable a 
materiales vegetales que contienen la esencia, en gran contenido, en las células 
superficiales, e.g. el pericarpio de los frutos cítricos. Este proceso puede ser 
efectuado manualmente o por medios mecánicos “cold pressing” e involucra la 
perforación de las glándulas que contienen el aceite en el pericarpio del fruto, la 
expresión mecánica y el lavado con agua. La emulsión agua-aceite es impura debido 
a la presencia de sustancias proteicas y mucilaginosas; entonces, la esencia debe 
ser separada por centrifugación (Bandoni, 2000; Jirovetz y Buchbauer, 2005). 
- Extracción con Solventes  
En este método, la muestra seca y molida se pone en contacto con solventes que 
solubilizan la esencia pero también solubilizan y extraen otras sustancias tales como 
grasas y ceras, obteniéndose al final una esencia impura (Martínez, 2003). El material 
previamente debe de ser molido, macerado ó picado, para permitir mayor área de 
contacto entre el sólido y el solvente. El proceso ha de buscar que el sólido, ó el 
líquido, ó ambos, estén en movimiento continuo (agitación), para lograr mejor 
eficiencia en la operación. Se realiza preferiblemente a temperatura y presión 
ambientes. Los solventes más empleados son el etanol, metanol, isopropanol, 
hexano, ciclohexano, tolueno, xileno, ligroína, éter etílico, éter isopropílico, acetato de 
etilo, acetona, cloroformo; no se usan clorados ni benceno por su peligrosidad a la 
salud. Los solventes se recuperan por destilación y pueden ser reutilizados (Sánchez, 
2006). La mayor ventaja de este método consiste en que el extracto no requiere una 
concentración posterior, simplemente, se recoge una pequeña fracción y se inyecta 
directamente al cromatógrafo (Reyes y Patiño, 2007).  
- Extracción con fluidos supercríticos 
En este método, el material vegetal cortado en trozos pequeños, licuado o molido, se 
empaca en una cámara de acero inoxidable y se hace circular a través de la muestra 
un líquido supercrítico (por ejemplo CO2), que actúa como solvente extractor y 
permite separar los materiales volátiles del material vegetal (Martínez, 2003). El 
fluido, luego se elimina por descompresión progresiva hasta alcanzar la presión y 
temperatura ambiente, y finalmente se obtiene un extracto  cuyo grado de pureza 
depende de las condiciones de extracción (Reyes y Patiño, 2007).  Aunque presenta 
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varias ventajas como alto rendimiento, compatibilidad ecológica, fácil eliminación del 
solvente, y las bajas temperaturas utilizadas para la extracción no cambian 
químicamente los componentes de la esencia, el equipo requerido es relativamente 
costoso (Martínez, 2003). 
- Enfleurage 
En este método, el material vegetal (generalmente flores) es puesto en contacto con 
un aceite vegetal. La esencia es solubilizada en el aceite vegetal que actúa como 
vehículo extractor. Se obtiene inicialmente una mezcla de aceite esencial y aceite 
vegetal la cual es separada posteriormente por otros medios fisico-químicos. Esta 
técnica es empleada para la obtención de esencias florales, pero su bajo rendimiento 
y la difícil separación del aceite extractor la hacen costosa (Martínez, 2003). 
1.4.5 Análisis de los aceites esenciales 
Los aceites esenciales son mezclas fragantes cuyas calidad y precio en el mercado están 
determinados principalmente por su composición química, contenido de las sustancias de 
interés, propiedades fisicoquímicas y organolépticas (Lahlou, 2004).  El control de calidad 
de un aceite esencial tiene como objetivo garantizar que posee unas determinadas 
características analíticas (Bandoni, 2000).  La Tabla 1 muestra los principales parámetros 
analíticos empleados para establecer la calidad de un aceite esencial. 
La calidad de un aceite esencial depende de varios factores como modo de cultivo, 
condiciones geobotánicas, métodos de extracción, época de recolección, partes de la 
planta, métodos de almacenamiento, manejo de material vegetal, edad y actividad 
biológica.  Estos aspectos de composición y parámetros de calidad se obtienen a través 
de diferentes métodos de separación, identificación y cuantificación  (Bandoni, 2000; 





Tabla 1. Clasificación de los parámetros analíticos utilizados para el control de calidad de 
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Índices de retención. 
 
Identificación por GC – MS. 
 






Entre los diferentes métodos existentes para el análisis de los aceites esenciales, se 
destacan los fisicoquímicos y los instrumentales. Los métodos fisicoquímicos incluyen la 
determinación de propiedades macroscópicas, como: solubilidad en varios solventes, 
densidad, rotación óptica e índice de refracción, entre otras (Bandoni, 2000). Los 
métodos analíticos instrumentales son ampliamente utilizados para determinar la 
composición química de diversos materiales fragantes, entre ellos los aceites esenciales, 
y comprenden técnicas de separación como cromatografía de gases (GC), cromatografía 
líquida de alta eficiencia (HPLC), electroforesis capilar (EC); espectroscopías de infrarrojo 
(IR), de resonancia magnética nuclear; espectrometría de masas (MS) y técnicas 
acopladas como GC-MS, GC-GC, GCxGC, GC-FTIR, HPLC-MS(n) y EC-MS (Bauer et al, 
2001). 
- Cromatografía de gases 
La cromatografía es un método de química analítica instrumental, que involucra una 
serie de técnicas empleadas para la separación de los compuestos de una muestra, 
los cuales se distribuyen entre dos fases, una estacionaria y la otra móvil, de acuerdo 
con su afinidad relativa (Sadek, 2004).  Es una técnica de separación, basada 
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principalmente en fenómenos de repartición entre fases móvil gaseosa (helio, argón, 
hidrógeno, nitrógeno) y estacionaria constituida por un sólido o líquido soportado 
sobre las paredes de la columna. El cromatógrafo consta de un sistema de inyección, 
que permite introducir la muestra en la columna y un detector, que detecta las 
diferentes sustancias a medida que éstas van saliendo de la columna, una vez 
separadas. La columna se coloca en un horno con temperatura regulable y 
programable, lo que permite influir de forma decisiva sobre la separación de los 
componentes de la mezcla (Bandoni, 2000; Stashenko et al, 1998). 
Para analizar los componentes de un aceite esencial utilizando cromatografía 
gaseosa, se emplea la comparación de sus tiempos de retención (tiempo transcurrido 
entre la inyección de la muestra y la aparición del pico cromatográfico), con los de los 
patrones analizados bajo las mismas condiciones operacionales. Sin embargo, los 
tiempos de retención dependen de la técnica de inyección, las variaciones de 
temperatura, flujo de gases, tipo de columna y el diseño del equipo, entre otros 
(Bicchi, 1987), por lo que se han introducido parámetros más reproducibles, como 
son los índices de Kováts, que han sido definidos con respecto a los tiempos de 
retención de una serie de n-alcanos (Kovats, 1965).  Los índices de retención 
proporcionan información respecto a la identidad de los componentes, pero ésta no 
puede basarse exclusivamente en ellos, ya que muchos componentes poseen índices 
de retención similares. Debido a esto, es necesario aplicar otra técnica como la 
cromatografía de gases acoplada a la espectrometría de masas (CG-EM) (Jirovetz, 
2006). 
- Cromatografía de gases - espectrometría de masas 
La cromatografía de gases acoplada a espectrometría de masas (GC–MS) es uno de 
los métodos más eficaces para estudiar la composición de los aceites esenciales 
(Stashenko et al, 1995). Es adecuada para la identificación debido a que los 
componentes del aceite son compuestos volátiles y de bajo peso molecular. La 
muestra se inyecta directamente al cromatógrafo sin ningún tratamiento previo, lo que 
elimina posibles modificaciones en la composición o estructura de sus constituyentes. 
En el cromatógrafo, los componentes de la esencia se separan, entran al 




sustancias separadas. Los constituyentes del aceite se identifican mediante los 
diferentes patrones de su fragmentación, que se observan en sus espectros de 
masas (Stashenko et al, 1998; Skoog y Leary, 1994). 
 
- Espectrometría de masas 
La espectrometría de masas comprende el estudio de los iones fragmentos 
provenientes de la ionización de compuestos puros, generados en una cámara de 
ionización. Los iones se aceleran hacia el analizador de masas del instrumento, 
donde ocurre su separación según la relación masa/carga (m/z) y se registran de 
acuerdo con su abundancia o corriente iónica parcial. Este registro se conoce como 
espectro de masas y es característico para cada compuesto (Masada, 1997; 
Lawrence, 2003). 
La identificación de los componentes del aceite esencial se realiza a través de 
comparación de los índices de retención de las sustancias patrón, obtenidos en dos 
fases estacionarias, polar y apolar, con los índices de Kováts experimentales 
calculados para los componentes del aceite (Stashenko et al, 1998; Bauer, 2001) y 
mediante los diferentes patrones de fragmentación que se observan en sus espectros 
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2. Materiales y métodos 
La investigación se llevó a cabo en tres etapas: 1) siembra y cosecha de 9 accesiones de 
albahaca, pertenecientes a la Colección de Plantas Medicinales, Aromáticas y 
Condimentarias del Grupo de Investigación “Recursos Genéticos de Plantas Medicinales, 
Aromáticas y Condimentarias: Colección, Evaluación, Producción y Poscosecha; 2) 
extracción y análisis de los aceites esenciales de las accesiones recolectadas y, 3) 
caracterización molecular de las accesiones  por marcadores moleculares RAMs. 
2.1 Localización 
La siembra y cosecha de las nueve variedades de albahaca se realizó en el Centro 
Experimental de la Universidad Nacional de Colombia Sede Palmira (CEUNP), localizado 
en el municipio de Candelaria, vereda El Carmelo, departamento del Valle del Cauca a 
927 m.s.n.m., temperatura media de 24ºC, humedad relativa del 75% y precipitación 
promedia anual de 1.056 mm, con distribución bimodal (seco: diciembre a febrero y junio 
a agosto; lluvioso: marzo a mayo y septiembre a noviembre); la extracción ý análisis de 
los aceites esenciales de cada una de las variedades, en el Laboratorio de Química de la 
Universidad Nacional de Colombia Sede Palmira y el Laboratorio de Cromatografía de la 
Universidad Industrial de Santander y la caracterización molecular, en el Laboratorio de 
Biología Molecular de la Universidad Nacional de Colombia Sede Palmira. 
2.2 Material vegetal 
Se utilizaron semillas y esquejes de 7 accesiones de Ocimun sp obtenidas de la 
Colección de Trabajo de Plantas Aromáticas, Medicinales y Condimentarias de la 
Universidad  Nacional de Colombia Sede Palmira, situada en el Centro Experimental de 
la Universidad Nacional de Colombia Sede Palmira (CEUNP), enriquecidas con 2 
accesiones obtenidas en viveros  del Valle del Cauca. 
Las parcelas de multiplicación se establecieron en un suelo Ustipsamment típico arenoso 




contenido de carbono orgánico y con el nivel freático relativamente más profundo. 
(Acosta et al, 1997) (Anexo A).  
Se establecieron ensayos en bandejas de germinación de 128 alvéolos y se 
establecieron los cultivos,  en 18 parcelas de 4 * 2 metros cada una, trasplantando 12 
plántulas por parcela, dos parcelas por especie, en un diseño de Bloques Completos al 
Azar (BCA) considerando cada planta una repetición.  Las accesiones utilizadas se 
describen en la Tabla 2 y se pueden observar en la Figura 1. 
Tabla 2. Materiales de Albahaca Ocimun sp utilizados. 




Ocimun micranthum Willd 
 
Albahaca negra  
 
Semilla CEUNP 
A2 Ocimun mínimum L Albahaca fina verde Semilla CEUNP 
A3 Ocimun sanctum Linn Albahaca morada Semilla CEUNP 
A4 Ocimun selloi Benth Albahaca clavo Semilla CEUNP 
A5 Ocimun basilicum L Albahaca blanca  Semilla Comercial 
A6 Ocimun sp Albahaca alemana Semilla Comercial 
A7 Ocimun sp Albahaca nativa Semilla CEUNP 
A8 Ocimun basilicum citriodorum Albahaca limón Plántulas vivero 
A9 Ocimun basilicum cinamom Albahaca canela Plántulas vivero 
 
     
Albahaca morada.                  Albahaca blanca.    Albahaca alemana 
     
Albahaca clavo.   Albahaca fina verde.               Albahaca negra. 
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Albahaca nativa   Albahaca Limón 
 
Figura 1. Materiales de Albahaca Ocimun sp. 
 
2.3 Caracterización de los aceites esenciales 
2.3.1 Extracción  
La cosecha manual de las plantas se realizó en la etapa de  floración (entre 90 y 120 días 
en promedio) en cada una de ellas. El material empleado para la extracción de aceites 
fue seleccionado al azar de plantas sanas de cada parcela, para obtener una muestra 
representativa del material vegetal.  Una vez recolectado el material vegetal, se sometió 
a un proceso de secado natural (oreado), en un lugar aireado, protegido del sol y del 
agua durante 24 horas, para reducir el contenido de agua en los tejidos vegetales hasta 
llegar a un contenido de humedad entre el 15% y el 20% aproximadamente. Se 
separaron las hojas de tallos y flores y se picaron y homogenizaron para su posterior 
extracción.  
La extracción de los aceites esenciales, se realizó por la técnica de destilación por 
arrastre de vapor en un equipo Clevenger en vidrio Pyrex, colocando aproximadamente 
entre 130 y 150 g de muestra y 1000 ml de agua, calentando a temperatura constante 
por un lapso de aproximadamente 3 horas. Los aceites extraídos se secaron con sulfato 
de sodio anhidro para su purificación y se almacenaron refrigerados a una temperatura 
de 5ºC – 10ºC, protegidos de la luz para su posterior análisis. Se tomaron datos de 
rendimientos de obtención de aceite esencial de las especies colectadas, la parte de la 




2.3.2 Análisis e identificación 
El análisis de los aceites esenciales de las cinco accesiones que rindieron suficiente 
cantidad de extracto (5), se realizó por cromatografía de gases con detector selectivo de 
masas (GC-MS), operado en modo de barrido completo de radiofrecuencias (full scan), 
identificando los compuestos en cada una de las muestras con base en sus índices de 
retención y espectros de masas.  La preparación de las muestras se llevó a cabo por 
dilución e inyección directa de los aceites esenciales al equipo cromatográfico. El análisis 
cromatográfico se realizó en un cromatógrafo de gases AT 6890 series Plus (Agilent 
Technologies, Palo Alto, California, EE.UU.), acoplado a un detector selectivo de masas 
(Agilent Technologies 5975 inert XL) operado en modo de barrido completo de 
radiofrecuencias (full scan).  La columna empleada en el análisis fue DB-5MS (J & W 
Scientific, Folsom, CA, EE.UU.) [5%-fenil-poli (dimetilsiloxano), 60 m x 0.25 mm x 0.25 
µm].  
Para realizar las comparaciones entre los aceites esenciales de albahaca obtenidos por 
destilación por arrastre de vapor, se realizó un análisis de clusters por el método de Wart 
en el paquete estadístico SAS Versión 9.0.  
2.4 Caracterización molecular 
Para el análisis de la variabilidad genética se utilizaron marcadores moleculares tipo 
RAMs (microsatélites aleatorios). 
2.4.1 Extracción de ADN 
Se cosecharon hojas jóvenes de cada una de las nueve accesiones de Albahaca Ocimun 
sp cultivadas. Las muestras fueron almacenadas en bolsas de papel, previamente 
rotuladas a una temperatura de 4°C, para ser procesadas en el Laboratorio de Biología 
Molecular de la Universidad Nacional de Colombia Sede Palmira. 
Para la extracción de DNA se utilizó el protocolo de extracción por el método CTAB 
(Bromuro de hexadecil trimetil amonio) (Anexo B). Los DNA totales se visualizaron en un 
gel de agarosa al 0.8%, corrido en buffer TBE 0.5X (Tris-borato 0045M; EDTA 0.001M) a 
80 voltios durante 45 minutos teñido con bromuro de etidio a una concentración final de 
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0.5 ug/ml para constatar su calidad. Las concentraciones se determinaron por 
comparación con patrones conocidos de DNA del bacteriófago Lambda.   
Para determinar la concentración de ADN de cada accesión, se hizo una curva de 
dilución con DNA del bacteriófago Lambda de concentración inicial 50 ng/µl y se llevó a 
concentraciones finales de 50, 75 y 100 ng/µl. El ADN cuantificado se diluyó en agua tipo 
HPLC hasta 5 ng/µl, almacenándolo a –20 ºC en tubos nuevos, para ser utilizado como 
ADN de trabajo para las reacciones de PCR.  
2.4.2 Amplificación por PCR 
Se evaluaron siete cebadores para RAMs (Tabla 3), con las condiciones de amplificación 
por PCR descritas en las tablas 4 y 5.  
Tabla 3. Cebadores RAMs utilizados en la caracterización molecular.  Las siguientes 
designaciones son usadas para los sitios degenerados: H (A ó T ó C); B (G ó T ó C); V 








GT VHV GTG TGT GTG TG 
 
Se determinaron las concentraciones óptimas de Cloruro de Magnesio (MgCl2), el Primer 
y Buffer de Taq, con el fin de estandarizar las condiciones de cada primer. Para la 
reacción de amplificación con microsatélites RAMs se preparó el cóctel en un volumen 
final de reacción de 25 µL. La mezcla de reacción se preparó con buffer 1X, MgCl2 2.75 





Tabla 4. Condiciones de amplificación para RAMs utilizados 








            1X 
            0.2 mM 
      4 μM 
2.75 mM 
            20 ng 
        1  U 
     11.8 µl 
 
La amplificación se realizó en un termociclador BIORAD CFX 96 Real Time System 
C1000 Thermal Cycler, estableciendo las condiciones de hibridación, de acuerdo al 
cebador seleccionado. 
 




AG, CA, ACA CCA, TG, CT  GT, CGA  
TEMPERATURA (ºC)   –   TIEMPO 
Desnaturalización Inicial 95 - 5min. 95 - 5min. 95 - 5min. 
Desnaturalización 95 - 30seg. 95 - 30seg. 95 - 30seg. 
Hibridación 50 - 45seg. 55 - 45seg. 58 - 45seg. 
Extensión 72 - 2min. 72 - 2min. 72 - 2min. 
37 ciclos desde paso 2 
     
  
Extensión final 72 - 7min. 72 - 7min. 72 - 7min. 
 
Los productos amplificados se visualizaron en geles de poliacrilamida al 7% (37:1 
acrilamida – bisacrilamida) corridos a 160 voltios por una hora, teñidos con bromuro de 
etidio y documentados mediante fotografía digital utilizando un transiluminador. 
2.4.3 Análisis de la información 
La información de los patrones de bandas obtenidos se registró en una matriz binaria de 
presencia (1) o ausencia (0). Para la selección de bandas polimórficas se consideró 
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como locus polimórfico aquel en el cual la frecuencia del alelo más común fue menor al 
95%. A partir de esta matriz y usando los programas SIMQUAL del paquete NTSYS- pc 
(Numerical Taxonomy System for Personal Computer) y el programa TFPGA (Tools for 
Population Genetic Analisys) se realizaron los análisis estadísticos. 
 
La similitud genética se calculó mediante el coeficiente de Nei - Li (1979) (Leung et al., 
1993), S = 2a/ (2 a+ b + c) donde a = bandas compartidas por ambos individuos, b = 
bandas presentes en el individuo (1) pero no en (2), y c = bandas presentes en el 
individuo (2) pero no en (1).  El coeficiente de Dice omite la consideración de pares 
negativos (0-0) y da doble peso a los pares positivos (1-1), lo que lo hace útil en términos 
de similaridad del DNA, en la que la ausencia compartida de una banda no es 
necesariamente una indicación de similaridad entre dos individuos (Rugeles, 2011). 
 
El análisis de agrupamiento se realizó con el programa SAHN de NTSYS –pc (versión 
2.02, 1998) utilizando el método UPGMA, (del inglés Unweightedpair-grouparithmetic 
mean), método gráfico de agrupamiento por parejas, que usa el promedio aritmético no 
ponderado. A partir de esta matriz se construyó un dendrograma con el programa TREE 














3. Resultados y discusión  
 
Algunas características morfológicas de algunas de las accesiones evaluadas en el 
presente trabajo y que han sido documentadas por el Grupo de Investigación “Recursos 
Genéticos de Plantas Medicinales, Aromáticas y Condimentarias: Colección, Evaluación, 
Producción y Poscosecha” de la Universidad Nacional de Colombia Sede Palmira, se 
muestran en la tabla 6. 
Tabla 6. Descriptores morfológicos utilizados para Ocimun sp. (Recursos Genéticos de 
Plantas Medicinales, Aromáticas y Condimentarias: Colección, Evaluación, Producción y 
Poscosecha, sin publicar). 
 ESPECIE 









  Blanco Blanco Blanco Blanco Blanco 
Color 
hipocótilo 




Verde claro Verde claro Verde claro Verde claro Verde claro 
Planta 
 
     
Altura 69.9 cm 61.8 cm 88.7 cm 46.4 cm 37 cm 
Hábito de 
crecimiento 
Erecto Erecto Erecto Erecto Erecto 
Ancho (dosel) 57.8 cm 81.2 cm 92.2 cm 70.7 cm 63.2 cm 
Color hoja 
madura 




Ovada Ovada Ovada Ovada Ovada 
Pubescencia 
hoja madura 
Glabra Glabra Glabra Glabra Glabra 
Longitud hoja 
madura 
13.7 cm 9.2 cm  5.2 cm 6.6 cm 
Ancho hoja 
madura 
7.3 cm 5.1 cm  2.7 cm 4.3 cm 
Duración de 
la hoja 
Persistente Persistentes Persistente Persistente Persistente 
Tipo de 
composición 















Coriáceas Coriáceas Coriáceas Coriáceas Coriáceas 
Tipo de borde Crenado Serrado Ondulado Crenado Crenado o 
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Tipo de ápice Acuminado Agudo Agudo Agudo Acuminado, en 
hojas jóvenes 
Agudo 
Tipo de base Atenuada Atenuada y en 
algunos casos 
asimétrica. 






Presentes Presentes. Presentes Presentes Presentes 
Flor 
 
     
Días a 
floración 




6 6 6 6 6 
Posición Erecta Erecta Erecta Erecta Erecta 
Color de la 
corola 




Ancho corola 4.4 mm 4.4 mm 4.8 mm 2.7 mm 2.6 mm 
Longitud 
corola 
8.9 mm 8.9 mm 9.6 mm 4.0 mm 3.8 mm 




Café oscuro Café oscuro Café oscuro Café oscuro 
Longitud del 
estilo 
9.23 mm 9.23 mm 9.2 mm 3.4 mm 3.6 mm 
Color 
pedúnculo 
 Verde Verde Verde Verde 
Tricomas en 
pedúnculo 
 Presentes Presentes Presentes Presentes 
Tamaño 
perianto 
4.3 mm 8.5 mm 12.3 mm 5.3 mm 6 mm 




5.0 mm 7.3 mm 9 mm 7.2 mm 6.7 mm 
Longitud cáliz 3.6 mm 4.8 mm 5.4 mm 4.3 mm 4.6 mm 
Ancho cáliz 2.4 mm 4.9 mm 4.6 mm 3.1 mm 3.4 mm 
Longitud 
estambres 
2.3 mm (largos) 
1.7 mm (cortos) 
8.6 mm 






















Hipógina Hipógina Hipógina Hipógina Hipógina 
Disposición 
de las partes 
florales 
Cíclicas Cíclicas Cíclicas Cíclicas Cíclicas 
Unión de las 
diferentes 
partes de la 
flor 
Cáliz y corola 
conados y 
estambre y 
estilo adnados o 
adheridos 
Cáliz y corola 
conados y 
estambre y estilo 
adnados o 
adheridos 
Cáliz y corola 
conados y 
estambre y estilo 
adnados o 
adheridos 
Cáliz y corola 
conados y estambre 
y estilo adnados o 
adheridos 
Cáliz y corola 
conados y 
















Tetrámero o cíclico Tetrámero o 
cíclico 
Cáliz y corola  Bilabiados Bilabiados Bilabiados Bilabiados 




unión de los 
sépalos 


























Corola por su 
simetría 
Zigomorfa Zigomorfa Zigomorfa Zigomorfa Zigomorfa 
Forma de la 
corola 
Bilabiada Bilabiada Bilabiada Bilabiada Bilabiada 
Según la 
unión de las 
anteras al 
filamento 






Extrorsa y exertos Extrorsa y exertos Extrorsa y exertos Extrorsa y exertos 
Dehiscencia 
de las anteras 
Longitudinal Longitudinal Longitudinal Longitudinal Longitudinal 
Desviación 
típica de las 
anteras 




Didinamos Didinamos Didinamos Didinamos Didinamos 
Polen 
 
Harinoso Harinoso Harinoso Harinoso Harinoso 
Fruto 
 
     
Días a 
fructificación  
103 100 127 81 68 
Color cáliz 
inmaduro 
Verde Verde Verde Verde y morado 
claro 




Café Café Café Café Café 
Forma cáliz 
 
Acampanado Acampanado Acampanado Acampanado Acampanado 
Semilla 
 
     




4 4 4 4 4 
 
En la tabla 6, podemos observar diferencias morfológicas en las accesiones descritas, 
observando igualmente que las accesiones albahaca alemana y albahaca nativa 
presentan similitud morfológica entre ellas. 
3.1 Extracción e identificación de aceites esenciales en 5 
accesiones de albahaca 
Para la extracción de aceites esenciales se utilizaron cinco de las nueve  accesiones  
seleccionadas y sembradas de albahaca, teniendo en cuenta que de las otras cuatro 
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variedades no se logró cosechar material suficiente para realizar el proceso de extracción 
de los aceites esenciales (tabla 7).  
 
Tabla 7. Materiales de Albahaca Ocimun sp utilizados para caracterización de Aceites 
Esenciales. 




Ocimun micranthum Willd 
 
Albahaca negra  
A2 Ocimun mínimum L Albahaca fina verde 
A3 Ocimun sanctum Linn Albahaca morada 
A4 Ocimun selloi Benth Albahaca clavo 
A5 Ocimun basilicum L Albahaca blanca  
 
En la Tabla 8, se relacionan los rendimientos de obtención de aceite esencial de las 
especies colectadas, la parte de la planta utilizada y la cantidad de material vegetal 
empleado para la extracción. 
Tabla 8. Rendimientos (%) de los Aceites Esenciales de Albahaca Ocimun sp obtenidos 
de plantas colectadas en el Valle del Cauca. 


















A2 Hojas 138.4 2.48  1.79 
A3 Hojas 88.2 1.55  1.75 
A4 Hojas 135 1.82  1.34 
A5 Hojas 258.4 3.4 1.31 
 
El rendimiento porcentual obtenido de acuerdo al peso en gramos de las hojas y la 
cantidad de aceite extraído fue mayor en la accesión O. mínimum (A2) (1.79%) y menor 
en la especie O. micranthum (A1). (0.93%). 
En trabajos realizados sobre composición química de aceites esenciales de albahaca, 
Acosta, et al. (2003), estudiaron la composición química de los aceites esenciales de 
Ocimum basilicum L. var basilicum, O. basilicum L. var purpurenscens, O. gratissimum L., 




L. de 0,64% y O. basilicum L. var purpurescens de 0,26%. Ebrahim Sajjadi (2006) analizó 
los aceites esenciales de las partes aéreas de O. basilicum L. cv . púrpura y O. basilicum 
L. cv. Verde, obteniendo rendimientos de 0,2 % y 0,5 %, respectivamente. Murillo, et al. 
(2004), estudiaron la composición química del aceite esencial de Ocimum americanum L. 
(albahaca querendona morada) obtenido por hidrodestilación de vegetales recolectados 
en Chapetón-Ibagué, obteniendo rendimientos de 0,3%. Shadia, et al. (2007), estudiaron 
la composición química del aceite esencial de Ocimum americanum, obteniendo 
porcentajes promedio de rendimiento de aceites esencial entre 0,214%  y 0,229%. 
Rodríguez, et al. (2011), estudiaron  el aceite esencial de hojas de albahaca morada 
cultivadas en la zona rural de los alrededores de la ciudad de Ibagué, Colombia, 
obteniendo un rendimiento promedio del 0.92%. Chirinos, et al. (2009), estudiaron aceites 
esenciales de albahaca (Ocimum basilicum L.) a partir de tejidos cultivados in vivo e in 
vitro en Venezuela, obteniendo rendimientos entre 0.16% y 0.36%. 
Al comparar estos resultados obtenidos en estos estudios y los obtenidos en la presente 
investigación, encontramos que los aceites esenciales obtenidos de las cinco accesiones 
evaluadas presentaron un rendimiento superior. Estas diferencias probablemente se 
pueden atribuir a las diferencias en factores ambientales, los niveles de luz y las 
condiciones de secado. Sin embargo, se puede afirmar que las condiciones ambientales 
del Valle del Cauca, favorecen el rendimiento de aceite esencial de albahaca. 
El análisis por cromatografía de gases acoplada a espectrometría de masas, realizado a 
cada uno de los aceites esenciales de las cinco accesiones de albahaca, permitió 
conocer la composición química y la cantidad relativa de los principales componentes 
que conforman los aceites analizados. Las Tablas 9, 10, 11, 12 y 13 presentan los 
tiempos de retención y las cantidades relativas de los constituyentes superiores a 0.1% 
de cada uno de los aceites analizados. Se seleccionaron los componentes mayoritarios 
superiores a 0.1% de acuerdo a trabajos realizados por Reyes y Patiño (2007). 
En el aceite esencial de albahaca negra (accesión A1) se identificaron 27 componentes 
en concentraciones superiores a 0.1%, en albahaca fina verde (accesión A2) 57 
componentes con concentraciones superiores a 0.1%, en albahaca morada (accesión 
A3) 34 componentes, en albahaca clavo (accesión A4) 37 y en albahaca blanca 
(accesión A5) se identificaron 60 componentes con concentraciones superiores a 0.1%. 
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En la tabla 9 se puede observar que los componentes mayoritarios del aceite de 
albahaca negra (A1) son: Metileugenol (48,6%), trans-β-Cariofileno (10,9%), δ-Guaieno 
(8,5%) y Biciclogermacreno (8,1%).  
En la tabla  10 se observa que la albahaca morada (A3), presentó como componentes 
mayoritarios: trans-Cinamato de metilo (55,2%), cis-Cinamato de metilo (15,5%) y 
Estragol (7,1%).  
En la tabla 11, se observa que la albahaca clavo (A4) presentó como componentes 
mayoritarios, Eugenol (37,4%), 1,8-Cineol (15,5%), β-Selineno (11,1%) y trans-β-
Cariofileno (8,1%).  
La tabla 12 muestra que los componentes mayoritarios de la albahaca blanca (A5) 
fueron: Linalool (36,9%), Eugenol (13,9%), trans-Bergamoteno (6,3%) y 1,8-Cineol 
(6,0%).   
En la tabla 13 se observa que la  albahaca fina verde (A2) tuvo como componentes 
mayoritarios, trans-Cinnamato de metilo (34,1%), cis-Cinnamato de metilo (12%) y 
Linalool (11,9%).  
En cuanto a composición química de aceites esenciales de albahaca, se han realizado 
varios trabajos; Murillo, et al. (2004) estudiaron la composición química del aceite 
esencial de Ocimum americanum L. (albahaca querendona morada) obtenido por 
hidrodestilación de vegetales recolectados en Chapetón-Ibagué, identificando como 
componentes mayoritarios, el cinamato de metilo (85,4%), metil chavicol (5%) y 
germacreno (1,3%); Reyes y Patiño (2007)  analizaron la composición química de dos 
especies de Ocimum sp, en función del método de extracción sobresaliendo como 
compuestos mayoritarios, para Ocimum sp.1 (sígueme blanco): trans-cinamato de metilo 
(11-43%), linalol (6-13%) eucaliptol (6-55%) y ciscinamato de metilo (3-11%), y para 
Ocimum sp.2 (sígueme morado): estragol (50-67%), linalol (5-12%) y eucaliptol (6-18%); 
Rojas, et al. (2012) realizaron la caracterización química de aceites esenciales de 
Ocimum basilicum L. y Ocimum basilicum var. genovese L, encontrando como 
componentes mayoritarios en Ocimum basilicum L, el linalol (37,17%), seguido por el 




genovese L, los componentes mayoritarios fueron los monoterpenos oxigenados linalol 
(37,39 %) eugenol (21,61%) y el 1,8-cineol, (5,26 %); Acosta, et al. (2003), encontraron 
como componentes mayoritarios de las especies O. basilicum L. var basilicum y O. 
basilicum L. var purpurescens, el linalol (54,28%) y el (E)-cinamato de metilo (55,95%), 
respectivamente, del aceite esencial de O. gratissimum L., el 43,68% estuvo 
representado por el timol y casi la totalidad (97,58%) del aceite proveniente del O. 
tenuiflorum L. resultó ser el 4-alil anisol; Labra, et al. (2004) estudiaron la composición del 
aceite esencial de cultivares de Ocimum basilicum L, encontrando en todos ellos al 
linalool como componente mayoritario, con porcentajes entre 19 y 38%.  
De acuerdo con la clase y el contenido de los componentes mayoritarios en los aceites 
esenciales estudiados, la albahaca negra puede clasificarse como de tipo 
fenilpropanoide, teniendo en cuenta que el 49,4% de sus componentes correspondieron 
a este tipo de compuestos. Según recomendación de Grayer (1996), se define el 
quimiotipo de esta variedad de albahaca como Metileugenol (48,6%) debido a que los 
otros compuestos se encontraron por debajo del 20%.  La albahaca morada se puede 
clasificar como de tipo fenilpropaniode, ya que el 77,8% de sus compuestos 
correspondieron a este grupo y su quimiotipo trans-Cinamato de metilo (55,2%).  La 
albahaca clavo caracterizó por su alto contenido de fenilpropanos (37,4%) y 
sesquiterpenos (37,2%) y su quimiotipo Eugenol (37,4%).  La albahaca blanca se 
clasificó como de tipo monoterpenoide, teniendo en cuenta que el 57,31 de sus 
componentes fueron monotepenos y su quimiotipo Linalool (36,9%).  Finalmente, la 
albahaca fina verde fue clasificada como de tipo fenilpropanoide, ya que el 46,2% de sus 
componentes fueron fenilpropanos y su quimiotipo trans-Cinamato de metilo (34,1%). La 
tabla 14 muestra los quimiotipos de las cinco accesiones estudiadas de acuerdo a sus 
componentes químicos mayoritarios. 
Tabla 9. Tiempos de retención y cantidades relativas de los componentes químicos 
superiores a 0.1% del aceite esencial de albahaca negra. 
N° pico t R/min Identificación Cantidad relativa, % 
1 17,75 α-Pineno 0,1 
2 19,50 Sabineno 0,1 
3 19,77 β-Pineno 0,3 
4 20,11 β-Mirceno 0,1 
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5 21,96 Limoneno 0,1 
6 22,14 1,8-Cineol 3,3 
7 22,56 Fenilacetaldehido 0,1 
8 24,75 Linalool 0,2 
9 28,67 α-Terpineol 0,1 
10 33,90 1,5,5-Trim.,etil-6-metilen-ciclohexeno 0,6 
11 34,54 Eugenol 0,7 
12 35,66 α-Copaeno 0,1 
13 35,81 Compuesto (M+ 204) 0,2 
14 36,09 β-Elemeno 3,0 
15 36,35 Metileugenol 48,6 
16 37,42 trans-β-Cariofileno 10,9 
17 37,77 α-Guaieno 4,4 
18 38,04 trans-β-Farneseno 0,6 
19 38,23 Compuesto (M+ 204) 0,7 
20 38,59 a-Humuleno 2,5 
21 38,73 9-epi-(E)- cariofileno 0,8 
22 39,37 Germacreno D 1,3 
23 39,68 b-Selineno 4,1 
24 39,86 Biciclogermacreno 8,1 
25 39,98 δ-Guaieno 8,5 
26 40,48 Β-Sesquifelandreno 0,5 
27 42,26 Espatulenol 0,2 
 
Tabla 10. Tiempos de retención y cantidades relativas de los componentes químicos 
superiores a 0.1% del aceite esencial de albahaca morada. 
N° pico t R/min Identificación Cantidad relativa, % 
1 19,03 Benzaldehído 0,2 
2 20,11 β-Mirceno 0,1 
3 20,72 Compuesto oxigenado (M+ 128) 0,1 
4 21,95 Limoneno 0,2 
5 22,12 1,8-Cineol 0,5 
6 22,56 trans-β-Ocimeno 2,6 
7 23,68 cis-Hidrato de sabineno 0,1 
8 24,53 Fenchona 0,8 
9 24,76 Linalool 1,4 
10 24,94 Acetato de 1-octen-3-ilo 0,1 
11 26,94 Alcanfor 0,1 
12 28,77 Estragol 7,1 
13 28,95 Compuesto (M+ 152) 0,1 
14 32,01 Acetato de bornilo + Timol 0,3 
15 32,71 cis-Cinamato de metilo 15,5 
16 33,15 Geraniato de metilo 0,1 




18 35,66 α-Copaeno 0,1 
19 36,06 trans-Cinamato de metilo 55,2 
20 36,44 Compuesto (M+ 162) 0,1 
21 37,37 trans-β-Cariofileno 1,6 
22 37,58 cis-α-Bergamoteno 1,2 
23 37,74 α-Guaieno 0,6 
24 38,03 trans-β-Farneseno 0,8 
25 38,57 α-Humuleno 1,5 
26 39,35 cis-β-Farneseno + Germacreno D 0,7 
27 39,81 Biciclogermacreno 0,7 
28 39,94 δ-Guaieno 0,7 
29 40,29 γ-Cadineno 0,4 
30 40,93 trans-α-Bisaboleno 4,5 
31 42,26 Espatulenol 0,5 
32 42,48 Óxido de cariofileno 0,6 
33 43,25 Epóxido II humuleno + 1,10-di-epi-Cubenol 0,4 
34 43,96 epi-α-Cadinol 0,8 
 
Tabla 11. Tiempos de retención y cantidades relativas de los componentes químicos 
superiores a 0.1% del aceite esencial de albahaca clavo. 
N° pico t R/min Identificación Cantidad relativa, 
% 
1 17,76 α-Pineno 0,7 
2 19,50 Sabineno 0,8 
3 19,79 β-Pineno 1,8 
4 20,11 β-Mirceno 0,5 
5 21,76 p-Cimeno 0,1 
6 21,99 Limoneno 0,5 
7 22,21 1,8-Cineol 15,5 
8 22,55 trans-β-Ocimeno 0,1 
9 23,69 cis-Hidrato de sabineno 0,4 
10 24,77 Linalool 1,4 
11 24,96 trans- Hidrato de sabineno 0,1 
12 25,66 1,3,8-p-Mentatrieno + trans-Tujona 0,1 
13 25,89 allo-Ocimeno 0,2 
14 26,03 Compuesto (M+ 134) 0,1 
15 27,73 δ-Terpineol 0,5 
16 28,15 Terpinen-4-ol 0,1 
17 28,68 α-Terpineol 1,6 
18 28,87 Safranal 0,1 
19 28,95 (E,E)-2,6-Dimetil-3,5,7-octatrien-2-ol 0,1 
20 30,53 Chavicol 0,1 
21 31,94 Timol 0,2 
22 34,77 Eugenol 37,4 
23 35,69 α-Copaeno 1,0 
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24 35,83 β-Elemeno 0,1 
25 36,09 β-Bourboneno 1,8 
26 37,39 trans-β-Cariofileno 8,1 
27 37,57 cis-α-Bergamoteno 0,6 
28 38,56 α-Humuleno 1,6* 
29 38,71 9-epi-(E)-Cariofileno 0,5 
30 39,37 Germacreno D 4,0 
31 39,71 β-Selineno 11,1 
32 39,87 α-Selineno 4,9 
33 40,37 δ-Cadineno 0,4 
34 40,60 7-epi-α-Selineno 1,4 
35 42,26 Espatulenol 0,4 
36 42,48 Óxido de cariofileno 1,3 
37 46,15 Compuesto oxigenado (M+ 220) 0,4 
 
Tabla 12. Tiempos de retención y cantidades relativas de los componentes químicos 
superiores a 0.1% del aceite esencial de albahaca blanca. 
N° pico t R/min Identificación Cantidad relativa, 
% 
1 17,37 α-Tujeno 0,1 
2 17,75 α-Pineno 0,4 
3 18,54 Canfeno 0,1 
4 19,50 Sabineno 0,3 
5 19,78 β-Pineno 0,6 
6 20,11 β-Mirceno 0,9 
7 20,26 2,3-Dihidro-1,8-cineol 0,1 
8 21,42 α-Terpineno 0,1 
9 21,75 p-Cimeno 0,4 
10 21,96 Limoneno 0,5 
11 22,15 1,8-Cineol 6,0 
12 22,55 trans-β-Cariofileno 0,8 
13 23,15 γ-Terpineno 0,2 
14 23,62 Octanol 0,1 
15 23,70 cis-Hidrato de sabineno 0,8 
16 24,31 Terpinoleno 0,3 
17 25,01 Linalool 36,9 
18 25,21 trans-Hidrato de sabineno 0,2 
19 26,34 trans-Miróxido 0,2 
20 26,98 Alcanfor 0,8 
21 27,74 δ-Terpineol 0,2 
22 27,90 Borneol 0,4 
23 28,18 Terpinen-4-ol 2,2 
24 28,68 α-Terpineol 1,0 




26 30,15 Neral 0,1 
27 30,52 Geraniol 2,5 
28 31,19 Geranial 0,1 
29 31,97 Acetato de bornilo 1,2 
30 32,60 cis-Cinamato de metilo 0,1 
31 34,02 Acetato de hidroxicineilo 0,1 
32 34,65 Eugenol 13,9 
33 35,30 Acetato de geranilo 1,2+ 
34 35,66 α-Copaeno 0,2 
35 35,82 trans-Cinamato de metilo 0,6 
36 36,09 β-Elemeno 2,2 
37 36,16 Metileugenol 0,2 
38 36,30 Compuesto (M+ 204) 0,1 
39 36,88 Compuesto (M+ 204) 0,1 
40 37,33 trans-β-Cariofileno 0,1 
41 37,60 trans-β-Bergamoteno 6,3 
42 37,74 α-Guaieno 1,1 
43 38,03 trans-β-Farneseno 0,3 
44 38,13 trans-Muurola-3,5-dieno 0,1 
45 38,55 α-Humuleno 0,5 
46 38,72 Muurola-4,14(5)-dieno 0,5 
47 39,36 Germacreno D 2,7 
48 39,74 β-Selineno 0,1 
49 39,80 Biciclogermacreno 0,5 
50 39,94 α-Bulneseno 1,7 
51 40,02 Acetato de eugenilo 0,4 
52 40,30 γ-Cadineno 2,7 
53 40,48 β-Sesquifelandreno 0,3 
54 40,51 Trans-Calameneno 0,3 
55 40,81 Compuesto oxigenado (M+ 222) 0,1 
56 42,26 Espatulenol 0,3 
57 43,29 1,10-di-epi-Cubenol 0,8 
58 43,77 Jasmonato de metilo 0,1 
59 43,99 Epi-α-Cadinol 4,4 
60 44,33 α-Cadinol 0,1 
 
 
Tabla 13. Tiempos de retención y cantidades relativas de los componentes químicos 
superiores a 0.1% del aceite esencial de albahaca fina verde. 
N° pico t R/min Identificación Cantidad relativa, % 
1 16,96 α-Tujeno 0,1 
2 17,34 α-Pineno 0,5 
3 18,11 Canfeno 0,2 
4 18,61 Benzaldehído 0,1 
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5 19,08 Sabineno 0,3 
6 19,35 1-Octen-3-ol + β-Pineno 0,6 
7 19,71 β-Mirceno 1,3 
8 20,65 δ-3-Careno 0,1 
9 20,99 α-Terpineno 0,1 
10 21,33 p-Cimeno 0,2 
11 21,55 Limoneno 1,0 
12 21,75 1,8-Cineol 4,8 
13 22,17 trans-β -Ocimeno 2,7 
14 22,73 γ-Terpineno 0,3 
15 23,11 Octanol 0,1 
16 23,28 cis-Hidrato de sabineno 0,8 
17 23,88 Terpinoleno 0,3 
18 24,10 Fenchona 0,4 
19 24,25 Benzoato de metilo 0,1 
20 24,55 Linalool 11,9 
21 24,62 trans-Hidrato  de sabineno 0,2 
22 24,71 Compuesto C10H18O (M
+ 154) 0,2 
23 25,37 endo-Fenchol 0,1 
24 25,56 Alcanfor 2,7 
25 27,31 Compuesto C10H18O (M
+ 154) 0,2 
26 27,46 Borneol 0,4 
27 27,77 Terpinen-4-ol 2,8 
28 27,90 p-Cimen-8-ol 0,1 
29 28,36 Metilchavicol 5,0 
30 28,53 Acetato de octilo 0,2 
31 29,06 Compuesto C10H18O (M
+ 154) 0,1 
32 30,10 Geraniol 1,0 
33 31,51 Acetato de bornilo 0,7 
34 32,31 cis-Cinnamato de metilo 12,0 
35 32,93 Acetato de mirtenilo 0,1 
36 34,13 Eugenol 0,1 
37 34,96 Acetato de geranilo 0,2 
38 35,16 α-Copaeno 0,2 
39 35,65 trans-Cinnamato de metilo 34,1 
40 36,81 Compuesto C15H24 (M
+ 154) 0,2 
41 36,92 trans-β-Cariofileno 1,9 
42 37,12 trans-α-Bergamoteno 0,3 
43 37,20 β-Copaeno 0,3 
44 37,29 α-Guaieno 1,3 
45 37,60 trans-β-Farneseno 1,3 
46 38,11 α-Humuleno 1,4 
47 38,27 Muurola-4,14(5)-dieno 0,2 
48 38,91 Germacreno D 1,7 
49 39,10 α-Zingibireno 0,1 




51 39,50 α-Bulneseno 1,4 
52 39,85 γ-Cadineno 0,6 
53 41,00 trans-Nerolidol 0,1 
54 41,81 Espatulenol 0,2 
55 42,02 Óxido de cariofileno 0,2 
56 42,85 1, 10-di-epi.Cubenol 0,1 
57 43,53 epi-α-Cadinol 0,5 
 
Tabla 14. Quimiotipos de las accesiones de Ocimum sp estudiados. 
Accesión Componente 
Mayoritario 
Cantidad relativa, % Quimiotipo 
Albahaca 
negra 










55,2 Tropical  
Albahaca 
clavo 
Eugenol 37,4 África del norte y antigua 
Unión Soviética  
Albahaca 
blanca 
Linalool 36,9% Europeo 
 
Los aceites de albahaca negra y albahaca clavo, según Marotti et al (1996) podrían ser 
considerados como un quimiotipo de África del norte y de la antigua Unión Soviética, ya 
que son ricos en metileugenol y eugenol respectivamente.  Para la albahaca morada y la 
albahaca fina verde, los resultados concuerdan con la clasificación de diferentes 
investigadores como Lachowicz et al. (1997), Vernin y Metzger, (1984) y Simon et al. 
(1999), donde se define el quimiotipo tropical como cinamato de metilo, siendo de 
elevada importancia para la industria de la perfumería; de igual forma, coincide con 
trabajos realizados por Telci et al. (2006), y Viña y Murillo, (2003), que reportaron, entre 
las especies de estudio, al cinamato de metilo como uno de los quimiotipos más 
importantes, reafirmando al cinamato de metilo como el quimiotipo tropical.  Finalmente, 
la albahaca blanca, de acuerdo a su quimiotipo basado en su componente mayoritario 
linalool, puede ser clasificada en el quimiotipo Europeo, que según Marotti et al (1996) se 
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caracteriza por altos contenidos de este componente. El linalool es considerado como 
contribuyente importante en el fino olor de los aceites tipo europeo y egipcio (Murillo, et 
al, 2004) y es uno de los componentes más comunes en los aceites de Ocimum spp. 
(Colivet et al, 2011) y su porcentaje varía desde trazas hasta casi un 90% (Rojas, et al, 
2012).   
La composición de los cinco aceites esenciales de Ocimum, se estudió mediante la 
técnica de análisis de clusters por el método de Wart en el paquete estadístico SAS 
Versión 9.0 (Anexo C). Se eligieron los componentes químicos que se encontraban 
presentes en todas las accesiones de albahaca (Tabla 15), así como los componentes 
mayoritarios de cada una de las accesiones en estudio (Tabla 16).  Al analizar los 
componentes presentes en los aceites de todas las accesiones, se observaron tres 
grupos utilizando 9 variables (compuestos químicos presentes en las cinco accesiones) 
(Figura 2).  En el primer grupo se encuentran las accesiones albahaca fina verde y 
albahaca blanca, en el segundo grupo la albahaca negra y la albahaca morada y el un 
tercer grupo, la albahaca clavo. La albahaca fina verde y la albahaca blanca en cuanto a 
su composición química, presentan similitud en el compuesto Linalool, el cual está 
presente en un porcentaje de 11.9% y 36.9% respectivamente. La albahaca negra y la 
albahaca morada se agruparon en un segundo grupo, lo cual puede estar relacionado 
con algunas similitudes morfológicas que posean. La albahaca clavo aparece como una 
accesión diferente a todas las demás especies teniendo en cuenta los componentes 
químicos presentes en todas las accesiones.  En cuanto a los componentes mayoritarios 
de cada una de las accesiones, se observaron tres grupos utilizando 8 variables 
(compuestos químicos mayoritarios en cada una de las accesiones) (Figura 3).  El primer 
grupo se encuentra conformado por las accesiones albahaca blanca y albahaca clavo, en 
un segundo grupo la albahaca negra y el tercer grupo conformado por albahaca fina 
verde y albahaca morada. Se observa que la agrupación entre la albahaca fina verde y la 
albahaca morada, concuerda con los quimiotipos asignados en la tabla 14, 
correspondiendo las dos accesiones al quimiotipo tropical, teniendo como componente 
mayoritario al  trans-Cinamato de metilo. La albahaca blanca y la albahaca clavo se 
agrupan en el análisis de los componentes principales, lo cual puede estar relacionado 
con sus similitudes en los componentes mayoritarios Eugenol y 1,8-Cineol.  Se destaca la 




contribuyente importante en el fino olor de los aceites tipo europeo y egipcio (Murillo, et 
al, 2004).  El eugenol, usado en perfumes, saborizantes y como compuesto medicinal, 
así como el 1,8-Cineol usado en medicina como antiséptico, tanto interno como externo 
(Ullman, 1956) y expectorante (Hawley, 1992), que también se encuentran presentes en 
los cinco aceites evaluados. Igualmente, cabe destacar la presencia en un gran 
porcentaje del componente cinamato de metilo, de elevada importancia para la industria 
de la perfumería (Rodríguez, et al, 2011). Otro aspecto a tener en cuenta de acuerdo a la 
composición química de estos aceites, es la presencia en un alto porcentaje del 
compuesto metileugenol en albahaca negra, ya que se han realizado estudios que 
demuestran que es cancerígeno y representa riesgos para la salud humana (Phillips, 
1994).  
 
Tabla 15. Cantidad relativa (%) de los componentes presentes en las cinco accesiones 













β-Mirceno 0,1 1,3 0,1 0,5 0,9 
Limoneno 0,1 1,0 0,2 0,5 0,5 
1,8-Cineol 3,3 4,8 0,5 15,5 6,0 
Linalool 0,2 11,9 1,4 1,4 36,9 
Eugenol 0,7 0,1 0,3 37,4 13,9 
 α-Copaeno 0,1 0,2 0,1 1,0 0,2 
α-Humuleno  2,5 1,4 1,5 1,6 0,5 
trans-β-
Cariofileno 
10,9 1,9 1,6 8,1 0,1 
Espatulenol 0,2 0,2 0,5 0,4 0,3 
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Figura 2. Dendograma de clusters para componentes comunes de Ocimum sp. 
Tabla 16. Cantidades relativa de los componentes mayoritarios (>10%) de los aceites 
















Metileugenol 48,6 - - - 0,2 
trans-β-Cariofileno 10,9 1,9 1,6 8,1 0,1 
trans-Cinamato de metilo - 34,1 55,2 - 0,6 
cis-Cinamato de metilo - 12,0 15,5 - 0,1 
Eugenol 0,7 0,1 0,3 37,4 13,9 
1,8-Cineol 3,3 4,8 0,5 15,5 6,0 
β-Selineno 4,1 - - 11,1 0,1 







Figura 3. Dendograma de clusters para componentes mayoritrios de Ocimum sp. 
 
3.2 Caracterización molecular de 9 variedades de 
albahaca empleando marcadores tipo RAMs 
Para la caracterización molecular se utilizaron las 9 accesiones colectadas y sembradas 
de albahaca presentadas en la tabla 2.  
Se realizó el aislamiento de DNA genómico de las 9 accesiones de albahaca por el 
método CTAB (Bromuro de hexadecil trimetil amonio) que permitió obtener ADN de 
buena calidad de todos los materiales evaluados (Figura 4). 
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Figura 4.DNA total de 9 accesiones de Albahaca Ocimun sp extraído con el protocolo CTAB. Las 
letras representan: A1, albahaca negra; A2, albahaca fina verde; A3, albahaca morada; A4, 
albahaca clavo; A5, albahaca blanca; A6, albahaca alemana; A7, albahaca nativa; A8, albahaca 
limón; A9, albahaca canela. 
 
La calidad del DNA extraído con el protocolo CTAB fue óptima ya que las bandas 
visualizadas fueron bien definidas y no presentaron huellas atribuidas a contaminación de 
RNA ni degradación del DNA genómico. Las concentraciones de los materiales 
estuvieron entre 50 y 75 ng/μl, de buena calidad para la amplificación por PCR. 
A partir del DNA obtenido se realizó el protocolo de marcadores RAMs. Para la 
evaluación de la diversidad genética de las nueve accesiones de albahaca se 
seleccionaron seis de los siete cebadores RAMs utilizados por presentar algún grado de 
polimorfismo (tabla 3). El cebador CGA no amplificó en ninguna muestra.  
En los geles de poliacrilamida de cada uno de los cebadores teñidos con bromuro de 
etidio, se observaron diferencias en el número y cantidad de bandas polimórficas aun 






Figura 5. Amplificación RAMs-PCR usando  Cebador CA. Las letras representan: M, Marcador de 
peso molecular de 100 bp; A1, albahaca negra; A2, albahaca fina verde; A3, albahaca morada; 
A4, albahaca clavo; A5, albahaca blanca; A6, albahaca alemana; A7, albahaca nativa; A8, 
albahaca limón; A9, albahaca canela. 
 
 
Figura 6. Amplificación RAMs-PCR usando  Cebador AG. Las letras representan: M, Marcador de 
peso molecular de 100 bp; A1, albahaca negra; A2, albahaca fina verde; A3, albahaca morada; 
A4, albahaca clavo; A5, albahaca blanca; A6, albahaca alemana; A7, albahaca nativa; A8, 
albahaca limón; A9, albahaca canela. 
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Figura 7. Amplificación RAMs-PCR usando  Cebador CCA. Las letras representan: M, Marcador 
de peso molecular de 100 bp; A1, albahaca negra; A2, albahaca fina verde; A3, albahaca morada; 
A4, albahaca clavo; A5, albahaca blanca; A6, albahaca alemana; A7, albahaca nativa; A8, 
albahaca limón; A9, albahaca canela. 
 
Figura 8.  Amplificación RAMs-PCR usando  Cebador CT. Las letras representan: M, Marcador de 
peso molecular de 100 bp; A1, albahaca negra; A2, albahaca fina verde; A3, albahaca morada; 
A4, albahaca clavo; A5, albahaca blanca; A6, albahaca alemana; A7, albahaca nativa; A8, 






Figura 9. Amplificación RAMs-PCR usando  Cebador TG. Las letras representan: M, Marcador de 
peso molecular de 100 bp; A1, albahaca negra; A2, albahaca fina verde; A3, albahaca morada; 
A4, albahaca clavo; A5, albahaca blanca; A6, albahaca alemana; A7, albahaca nativa; A8, 
albahaca limón; A9, albahaca canela. 
 
 
Figura 10. Amplificación RAMs-PCR usando  Cebador GT. Las letras representan: M, Marcador 
de peso molecular de 100 bp; A1, albahaca negra; A2, albahaca fina verde; A3, albahaca morada; 
A4, albahaca clavo; A5, albahaca blanca; A6, albahaca alemana; A7, albahaca nativa; A8, 
albahaca limón; A9, albahaca canela. 
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Los seis cebadores utilizados generaron un patrón de 133 bandas (Anexo D) con pesos 
moleculares entre 200 y 2000 pb y el número de bandas por cebador estuvo entre 19 
para CT y 25 para AG (Tabla 17). 
 
Tabla 17. Características del cebador, número de bandas por cebador, heterocigosidad esperada 
y porcentaje de loci polimórficos para los 9 individuos de albahaca evaluados. Las siguientes 
designaciones son usadas para los sitios degenerados: H (A ó T ó C); B (G ó T ó C); V (G ó A ó 
C) y D (G ó A ó T) 































22 21 300 – 
1500 
0.4091 95.45 
GT VHV GTG TGT GTG 
TG 
22 19 300 - 
1200 
0.3414 86.36 
Total  133 112  0.3147 82.94 
 
En trabajos realizados sobre diversidad genética en albahaca, Labra et al. (2004), 
realizaron un estudio de la caracterización morfológica, composición de aceites 
esenciales y genotipificación de 9 accesiones de Ocimum basilicum mediante el empleo 
de marcadores moleculares AFLP, identificando 163 bandas totales, de las cuales 83 
fueron polimórficos. Moghaddam et al. (2011), utilizaron marcadores moleculares AFLP 
para evaluar la diversidad genética de 120 accesiones de Ocimum pertenecientes a 5 
especies y variedades de Irán.  En este estudio se identificaron 253 bandas, de las 
cuales 150 fueron polimórficas. Carovic et al. (2007), estudiaron las relaciones genéticas 
entre 28 accesiones de albahaca mediante RAPD's y marcadores AFLP, identificando 
102 bandas polimórficas para los cebadores RAPD y 184 bandas polimórficas para los 
cebadores AFLP.  De Masi et al. (2006), estudiaron las relaciones entre 12 genotipos de 
albahaca pertenecientes a nueve cultivares mediante RAPD's; el análisis reveló 40 




En trabajos realizados en diversidad biológica utilizando la técnica RAMs en especies 
vegetales como Guadua angustifolia Kunth,  se obtuvo un patrón de 113 bandas con 
cinco cebadores para 69 individuos de guadua evaluados (Rugeles, 2011). En especies 
del género Erythrina, se obtuvo un patrón de 1271 bandas totales, donde 103 fueron 
polimórficas con 6 cebadores para evaluar 29 accesiones (Gómez, 2012). En la 
evaluación de la diversidad genética de la accesiones de nacedero (Posso, 2010) se 
seleccionaron cinco de los siete cebadores RAMs y se obtuvieron 71 bandas totales, de 
las cuales 59 fueron polimórficas. En uchuva se obtuvo un patrón de 50 bandas con siete 
cebadores para la evaluación de la diversidad genética de 43 accesiones del banco de 
germoplasma de la Universidad Nacional de Colombia sede Palmira (Bonilla et al., 2008). 
En mora, se obtuvo un patrón de 58 bandas al utilizar seis cebadores RAMs en la 
evaluación de la diversidad genética de 38 accesiones (Morillo et al., 2005). En guayaba 
se obtuvieron 72 bandas con cinco cebadores RAMs para la evaluación de la diversidad 
genética de árboles nativos (Sanabria et al., 2006).  
Al comparar el número de loci RAMs generado por esos estudios y el obtenido por el 
presente se encontró que 133 bandas es un número adecuado para estimar parámetros 
genéticos y para evaluar la diversidad de las nueve accesiones de Ocimum, teniendo en 
cuenta que el número de bandas está relacionado con el tamaño del gel. Al ser un gel 
pequeño se observan menos bandas. 
Para obtener los valores de heterocigosidad esperada y % de loci polimórficos se utilizó 
el programa TFPGA. 
La heterocigosidad esperada estima la probabilidad de que dos alelos extraídos al azar 
del conjunto de genes de una población sean diferentes (Rugeles, 2011). Como podemos 
observar, el valor de heterocigosidad para la población total fue de 0,3147, lo que 
muestra que existe una alta diversidad de alelos en la población. El valor de 
heterocigosidad más alto, tal como nos lo muestra la tabla 9, fue para TG (0,4091) y el 
más bajo AG (0,2378).  En cuanto al porcentaje de loci polimórficos, el cebador con más 
alto valor es el CT (100,00) y el de menos valor es el CCA (69,57). 
El alto valor de polimorfismo (100% y 95.45%) y de He (0,3894 y 0,4091) encontrados 
con los cebadores CT y TG respectivamente, indican que son  los que más aportan a la 
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diversidad y por lo tanto, son cebadores apropiados para realizar futuros estudios sobre 
diversidad genética de Ocimum sp. Los cebadores GT y AG también mostraron valores 
importantes de polimorfismo, 86.36% y 80.95% y He, 0.3414 y 0.2378 respectivamente. 
El cebador CCA mostró el polimorfismo más bajo (69.57%) y He 0.2597, lo que lo 
considera como el que menos aporta a la diversidad (Figura 11). De manera general 
hubo correlación entre He y polimorfismo en los cebadores evaluados. 
 
 
Figura 11. Heterocigosidad esperada (He) y Porcentaje de loci polimórficos. 
3.2.1 Análisis descriptivo 
Para el análisis descriptivo se realizó un dendrograma con el coeficiente de Dice Nei-Li 
(1978). Mediante el método de clasificación UPGMA (Figura 12), se puede observar que 
existen diferencias entre la mayoría de las accesiones. A un nivel aproximado de similitud 





Figura 12. Dendograma obtenido con el coeficiente de similitud de Dice. Las letras representan: 
A1, albahaca negra; A2, albahaca fina verde; A3, albahaca morada; A4, albahaca clavo; A5, 
albahaca blanca; A6, albahaca alemana; A7, albahaca nativa; A8, albahaca limón; A9, albahaca 
canela. 
El dendrograma de las distancias genéticas de las nueve accesiones de albahaca, 
basado en el coeficiente de similitud de Dice Nei-Li (1978) y calculado con los datos 
combinados de los seis cebadores RAMs utilizados, muestra que la albahaca clavo es la 
accesión que presenta mayor diferencia con las otras accesiones, lo cual coincide con el 
agrupamiento realizado para la composición química de los aceites esenciales.  La 
albahaca negra (A1) y la albahaca nativa (A7) se agrupan en el grupo A, lo que podría 
indicar que presentan alguna similitud o que podrían ser la misma variedad, teniendo en 
cuenta que sus rasgos morfológicos son muy similares.  La albahaca fina verde (A2) y la 
albahaca blanca (A5) se agrupan en el grupo B, lo cual indica que presentan alguna 
similaridad y coincide con el agrupamiento del Clusters relacionado con la composición 
de sus aceites esenciales, ya que las dos accesiones presentan altos contenidos de 
Linalool. Otra agrupación que se observa es entre la albahaca canela (A9) y la albahaca 
limón (A8), las cuales se encuentran agrupadas en el grupo E, indicando que pueden 
tener alguna similitud entre ellas. La albahaca morada (A3) y la albahaca alemana (A6), 
se encuentran sin agrupar, lo que podría estar relacionado con sus particulares 
características morfológicas. 
Se observa que la técnica molecular utilizada mostró un alto grado de polimorfismo y 
sensibilidad para la discriminación de las accesiones estudiadas, lo que indica que los 
Coefficient
0.00 0.25 0.50 0.75 1.00
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marcadores moleculares RAMs pueden ser útiles para la evaluación de la diversidad 
genética de esta especie.  
3.2.2 Distancia genética 
La mayor distancia genética fue para los grupos 3 y 4 (0,8293), resultado que concuerda 
con los resultados del dendograma y que podría estar relacionado con las diferencias 
que existen entre estas dos accesiones en cuanto a su morfología y componentes de sus 
aceites esenciales.  La menor distancia genética se presentó en las accesiones 5 y 2 
(0,2348) y para las accesiones 9 y 8 (0,2348), lo que concuerda con las similitudes 
mostradas en el dendograma para estas accesiones (Tabla 18).   
 
Tabla 18. Distancias genéticas entre las nueve accesiones de albahaca. 
Accesión 1 2 3 4 5 6 7 8 9 
          
1 *****         
2 0,5831    *****        
3 0,4520 0,2578 *****       
4 0,6551 0,6702 0,8293 *****      
5 0,6257 0,2348 0,3964 0,7167 *****     
6 0,5971 0,2955 0,2816 0,6551 0,2647 *****    
7 0,3712 0,5557 0,4664 0,6257 0,5694 0,4654 *****   
8 0,5160 0,3165 0,3185 0,6551 0,3059 0,3712 0,5694 *****  
9 0,5031 0,3272 0,2816 0,6403 0,3380 0,2546 0,5557 0,2348 ***** 
 
El dendograma para las nueve accesiones construido mediante el método UPGMA 
(Figura 13) y con un bootstrapp de 1000 repeticiones mostró el porcentaje de loci que 
soporta la formación de los nodos (Tabla 19).  
Este dendograma muestra una cercanía entre las accesiones 2, 3, 5, 6, 9 y 8, y entre las 
accesiones 1 y 7, mientras que la accesión 4 es la más lejana, lo que posiblemente se 






Figura 13. Dendograma de las nueve accesiones con bootstrapp de 1000 repeticiones. 1: 
albahaca negra; 2: albahaca fina verde; 3: albahaca morada; 4: albahaca clavo; A5: albahaca 
blanca; 6: albahaca alemana; 7: albahaca nativa; 8: albahaca limón; 9: albahaca canela. 
 
Tabla 19. Información de los loci que soportan la construcción del dendrograma de 
distancias de las nueve accesiones de albahaca. 
Nodo % de réplicas 
similares 
(1000 repeticiones)
No. de loci que 
soportan el nodo
% total de loci que
soportan el nodo 
1 61,9 87 67,44 
2 17,5 3 2,33 
3 51,3 2 1,55 
4 25,1 0 0,00 
5 97,8 8 6,20 
6 94,9 6 4,65 
7 87,4 15 11,63 
8 100 110 85,26 
 
Los resultados obtenidos con las nueve accesiones de albahaca sugieren la necesidad 
de realizar trabajos con el objetivo de recolectar nuevas accesiones que representen de 
una manera más amplia la diversidad que puede existir en este género. 
3.2.3 Distancia genética por cebador 
Se realizó un análisis de cada cebador, por medio de dendogramas construidos mediante 
el método UPGMA y con un bootstrapp de 1000 repeticiones que mostraron los 
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Figura 14. Distancia genética cebador AG. Los números representan: 1: albahaca negra; 2: 
albahaca fina verde; 3: albahaca morada; 4: albahaca clavo; A5: albahaca blanca; 6: albahaca 
alemana; 7: albahaca nativa; 8: albahaca limón; 9: albahaca canela. 
 
 
Figura 15. Distancia genética cebador CA. Los números representan: 1: albahaca negra; 2: 
albahaca fina verde; 3: albahaca morada; 4: albahaca clavo; A5: albahaca blanca; 6: albahaca 
alemana; 7: albahaca nativa; 8: albahaca limón; 9: albahaca canela. 
 
 












1 0.4040 0 0 
2 0.3830 0 0 
3 0.4750 0 0 
4 0.8310 1 4.76 
5 0.4490 0 0 
6 0.6380 2 9.52 
7 0.9094 8 38.10 
8 1,0000 21 100 












1 0.3140 1 4.55 
2 0.3680 1 4.55 
3 0.0690 0 0.00 
4 0.0580 0 0.00 
5 0.1150 0 0.00 
6 0.4990 3 13.64 
7 0.1350 1 4.55 
8 1.0000 22 100.00 












1 0.8730 2 8.70 
2 0.4160 0 0.00 




   
Figura 16. Distancia genética cebador CCA. 1: albahaca negra; 2: albahaca fina verde; 3: 
albahaca morada; 4: albahaca clavo; A5: albahaca blanca; 6: albahaca alemana; 7: albahaca 
nativa; 8: albahaca limón; 9: albahaca canela. 
 
 
Figura 17. Distancia genética cebador CT. 1: albahaca negra; 2: albahaca fina verde; 3: albahaca 
morada; 4: albahaca clavo; A5: albahaca blanca; 6: albahaca alemana; 7: albahaca nativa; 8: 
albahaca limón; 9: albahaca canela. 
 
4 0.9340 1 4.35 
5 0.6940 0 0.00 
6 0.7610 3 13.04 
7 0.5540 4 17.39 
8 1.0000 23 100.00 












1 0.6040 0 0.00 
2 0.3400 1 5.26 
3 0.2360 4 21.05 
4 0.3100 3 15.79 
5 0.6100 1 5.26 
6 0.2840 4 21.05 
7 0.1320 0 0.00 
8 1.0000 19 100.00 












1 0.8890 3 13.64 
2 0.8050 0 0.00 
3 0.7200 2 9.09 
4 0.8960 20 90.91 
5 0.9040 6 27.27 
6 0.5270 1 4.55 
7 0.9640 6 27.27 
8 1.0000 22 100.00 
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Figura 18. Distancia genética cebador GT. 1: albahaca negra; 2: albahaca fina verde; 3: albahaca 
morada; 4: albahaca clavo; A5: albahaca blanca; 6: albahaca alemana; 7: albahaca nativa; 8: 
albahaca limón; 9: albahaca canela. 
 
Figura 19. Distancia genética cebador TG. Los números representan: 1: albahaca negra; 2: 
albahaca fina verde; 3: albahaca morada; 4: albahaca clavo; A5: albahaca blanca; 6: albahaca 
alemana; 7: albahaca nativa; 8: albahaca limón; 9: albahaca canela. 
Los diferentes dendogramas de cada uno de los cebadores confirman lo indicado en el 
dendograma realizado para el análisis descriptivo para las nueve accesiones. Los 
cebadores CT y TG confirman ser los cebadores que más aportan a la diversidad, ya que 
sus dendogramas muestran mayor diferenciación entre las nueve accesiones estudiadas, 
lo cual concuerda con los altos valores de He y polimorfismo de estos dos cebadores. 
En general, se observan diferencias generales entre las nueve accesiones estudiadas,  
se observa que la albahaca negra (A1) y la albahaca nativa (A7) presentan algunas 
similitudes de acuerdo a los dendogramas arrojados por los cebadores AG y GT. De igual 
forma, se pueden observar algunas cercanías entre la albahaca fina verde (A2) y la 
albahaca blanca (A5), las cuales se agrupan en los dendogramas de los cebadores AG, 
CCA y GT.  Así mismo, se observa alguna cercanía entre la albahaca canela (A8) y la 
albahaca limón (A9) en los dendogramas de los cebadores AG, CCA y GT.  La albahaca 












1 0.4660 0 0.00 
2 0.3300 2 9.09 
3 0.3330 0 0.00 
4 0.1130 1 4.55 
5 0.3220 2 9.09 
6 0.3910 1 4.55 
7 0.5330 2 9.09 




clavo (A4) se confirma como la accesión que muestra mayor diferencia respecto a las 
otras accesiones. 
3.3 Relación entre la diversidad genética y la 
composición química de aceites esenciales de 
diferentes accesiones de Ocimum spp. 
Con el fin de definir la posible relación entre la caracterización molecular de las 
accesiones de albahaca en estudio y la composición química de sus aceites esenciales, 
se analizaron los resultados obtenidos del estudio de los componentes químicos 
presentes en todos los aceites evaluados (Tabla 15) y los componentes mayoritarios 
(>10%) de los aceites esenciales de cada accesión (Tabla 16) y se  establecieron 
comparaciones con los resultados obtenidos en la caracterización molecular.  
El agrupamiento observado según los componentes presentes en todos los aceites 
(Figura 2), coincide en algunos aspectos con el agrupamiento observado en el 
dendograma de las distancias genéticas de las nueve accesiones en estudio (Figura 13);  
la albahaca clavo aparece como la accesión que más se diferencia tanto a nivel 
molecular como en componentes químicos comunes en su aceite esencial.  Igualmente, 
tanto en el dendograma de los componentes comunes en todos los aceites, como en el 
de las distancias genéticas, se agrupan las accesiones albahaca fina verde y albahaca 
blanca. 
Sin embargo, el dendograma de los componentes mayoritarios en los cinco aceites 
(Figura 3), agrupa las accesiones albahaca blanca y albahaca clavo, lo cual coincide con 
el agrupamiento formado por el dendograma de la distancia genética del cebador CA e 
igualmente del cebador TG. Así mismo, el agrupamiento dado por el dendograma de los 
componentes mayoritarios coincide con el observado en los dendogramas de distancia 
genética de los cebadores GT y CA, agrupando las accesiones albahaca fina verde y 
albahaca morada.  De acuerdo a lo anterior, el marcador molecular CA muestra relación 
entre la diversidad genética y los componentes mayoritarios de los aceites, con lo cual 
podemos suponer que la albahaca canela, que se presenta en el mismo grupo de la 
albahaca fina verde y la albahaca morada según el dendograma de distancia genética de 
este cebador, pertenece al quimiotipo trans-Cinamato de metilo. Así mismo, se observa 
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que este cebador agrupa a la albahaca clavo con las albahacas nativa y alemana, con lo 
cual podríamos suponer que estas dos últimas pertenecen al mismo quimiotipo de la 
albahaca clavo. 
A pesar de estas relaciones encontradas, no se puede afirmar que existe una relación 
directa entre los componentes de los aceites esenciales y los patrones moleculares, lo 
cual puede estar influenciado por cambios en la composición química de los aceites   
debido a factores ambientales. 
Lo anterior coincide con estudios realizados sobre relación entre diversidad genética y 
composición química de aceites esenciales, como por ejemplo el realizado por Labra, et 
al. (2004) con marcadores moleculares tipo AFLP, quienes realizaron la caracterización 
morfológica, composición del aceite esencial y genotipificación del DNA de cultivares de 
Ocimum basilicum L y afirmaron que no existe relación entre la diversidad genética y la 
composición química de los aceites esenciales. Igualmente, Carovic, et al. (2011), 
caracterizaron molecularmente mediante marcadores AFLP y químicamente 22 
accesiones de Ocimum, encontrando que no siempre existe relación entre los quimiotipos 









4. Conclusiones y recomendaciones 
4.1 Conclusiones 
 De acuerdo con el análisis cromatográfico y de espectrometría de masas, el 
metileugenol (48.6%) fue el componente mayoritario de la albahaca negra, 
clasificándola como quimiotipo metileugenol; el trans-Cinamato de metilo (55.2%), 
de la albahaca morada y la albahaca fina verde con 55.2% y 34.1% 
respectivamente, clasificándola como quimiotipo trans-Cinamato de metilo; el 
eugenol (37.4%) de la albahaca clavo, la cual se clasifica como quimiotipo 
eugenol y el linalool (36.9%) de la albahaca blanca, la cual se clasifica como 
quimiotipo linalool.  
 La composición química de los aceites esenciales evaluados de Ocimum spp, 
presentaron diferencias significativas, lo cual puede evidenciar que todas las 
accesiones evaluadas son variedades diferentes.  
 El análisis de clusters, utilizando distancias euclidianas completas para los 
componentes de los aceites esenciales permitió evidenciar que la albahaca fina 
verde y la albahaca blanca presentan similitudes en su composición, lo cual 
concuerda con similitudes en su patrón molecular. De igual forma, se observa que 
la albahaca clavo es la especie con mayor diferencia tanto en su composición 
química como en su patrón molecular. 
 En el análisis del dendrograma realizado con el coeficiente de Dice Nei-Li para 
todos los materiales evaluados, evidenció la formación de seis grupos a un nivel 
de similitud de 75%, mostrando que en general, existe diferencia entre todas las 
accesiones, permitiendo establecer variabilidad entre las mismas, a excepción de 
la albahaca negra y la albahaca nativa que se agruparon indicando que presentan 
alguna similitud o que podrían ser la misma variedad, teniendo en cuenta sus 
rasgos morfológicos similares.   
 La albahaca morada y la albahaca fina verde se pueden considerar de elevada 
importancia comercial, teniendo en cuenta su quimiotipo cinamato de metilo, 
componente que se reporta como de gran importancia para la industria de la 
perfumería. 
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 A pesar de encontrar algunas relaciones entre algunas accesiones en cuanto a la 
diversidad genética y la composición de sus aceites esenciales, no se puede 
afirmar que existe una relación entre os dos estudios, ya que la compsición 
química se ve afectado por factores ambientales. 
4.2 Recomendaciones 
 Se recomienda realizar un estudio sobre la influencia de variables de cultivo sobre 
la composición y el rendimiento de los aceites esenciales obtenidos en el 
presente trabajo. 
 Se sugiere realizar trabajos con el objetivo de recolectar nuevas accesiones que 
representen de una manera más amplia la diversidad que puede existir en este 
género y realizar la correlación entre la composición química de los aceites 
esenciales, la caracterización morfológica  y la caracterización molecular. 
 Se recomienda estandarizar las condiciones de secado, que permitan obtener los 
mayores rendimientos de aceite esencial y evaluar diferentes épocas de cosecha 
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Anexo B. Aislamiento de ADN genómico. Protocolo CTAB. 
 
Con este método se obtienen de 50 a 100 ug de ADN por cada 100 mg de tejido 
liofilizado y molido. Si se requiere una mayor cantidad de tejido (hasta 1.0 g), escale 
directamente las cantidades dadas a continuación. 
 
1. Coloque 50 mg de tejido liofilizado y molido en un tubo de 1,5 o 2 ml. 
2. Agregue 800 ul de solución amortiguadora CTAB. Mezcle por inversión, para 
homogenizar el tejido con la solución amortiguadora. 
3. Incube y mueva los tubos con suavidad en un agitador de balance en un baño a 
65º C durante 90 min. 
4. Retire los tubos los tubos del horno y deje enfriar durante 5 a 10 min. 
5. Agregue 500 ul de FCI (Fenol cloroformo isoamilico 25:24:1) agite los tubos por 
inversión durante 10 min a temperatura ambiente. 
6. Centrifugue a 13500 rpm a temperatura ambiente durante 5 min. para formar la 
parte acuosa (liquido claro de color amarillo) y la fase orgánica  (de color verde 
oscuro) 
7. Recupere aproximadamente 750 ul de la fase superior acuosa y vacíela en un 
tubo nuevo de 1.5 o 2.0 ml. 
8. Agregar 500 ul CI (Cloroformo isoamilico 24:1) agitar 5 min. Centrifugar 5 min a 
13500 rpm. Recuperar la fase acuosa en un tubo nuevo. 
9. Agregue ½ volumen de isopropanol (2-propanol) al 100% previamente enfriado en 
un refrigerados a -20 ºC. Mezcle por inversiòn para favorecer la precipitación de 
ADN. Incube las muestras toda la noche a -20ºC. 
10. Centrifugue a 13500 rpm a temperatura ambiente durante 10 min. para precipitar 
y formar la pastilla de ADN en el fondo del tubo. Deseche el isopropanol por 
decantación. 
11. Agregue 1 ml de alcohol al 75% lave suavemente la pastilla de ADN. Centrifugue 
a 13500 por 1 min. Deseche el alcohol por decantación. Deje q se evapore a 
temperatura ambiente hasta que la pastilla seque. Si todavía siente olor a alcohol, 
esto indica que la pastilla no esta completamente seca. 
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12. Vuelva a suspender la pastilla en 100 ul de TE o agua doble destilada. Guarde las 
muestras a 4ºC hasta utilizarlas; si no va utilizarlas mucho tiempo, almacénelas a 
-20ºC.  
 
Solución amortiguadora con CTAB para extracción1 
 
                                       1 RXN  5 RXN   10 RXN    20 RXN   50 RXN   60 RXN 
 
SOL. CONC. [FINAL]     10 ml    50 ml    100 ml    200 ml      500 ml    600 ml 
 
Reactivo [ ] Final 10 ml 50 ml 100 ml 200 ml 500 ml 600 ml 
Agua  6.5 ml 32.5 ml 65.0 ml 130 ml 325 ml 390 ml 
Tris 1M 100 mM 1 ml 5 ml 10 ml 20 ml 50 ml 60 ml 
NaCl 5M 700 mM 1.4 ml 7 ml 14 ml 28 ml 70 ml 84 ml 
EDTA 0,5 M 50 mM 1.0 ml 5 ml 10 ml 20 ml 50 ml 60 ml 
CTAB 1% 0.1 gr 0.5 gr 1 gr 2 gr 5 gr 6 gr 
BME 140 mM 0.1 ml 0.5 ml 1 ml 2 5 ml 6 ml 
1 Utilice la solución recién hecha; calentar a 60-65C antes de agregar CTAB y BME. 
2 CTAB = bromuro mixto de alquiltrimetil-amonio (Sigma M-7635). 
3 Agregar BME (-mercaptoetanol) bajo una campana extractora, justo antes de usarse. 
 
 




















































































































































Mirceno  1.0000  0.9513  0.195
0
0.6000 0.0311 0.0400 ‐.5350  ‐.5936  ‐.4706
Limoneno  0.9513  1.0000  0.267
6
0.3442 0.0784 0.1748 ‐.4527  ‐.4514  ‐.3608
Cineol  0.1950  0.2676  1.000
0
‐.0290 0.9548 0.9646 0.3366  ‐.1009  0.0803
Linalool  0.6000  0.3442  ‐
.0290
1.0000 0.0240 ‐.2200 ‐.6556  ‐.8526  ‐.2248
Eugenol  0.0311  0.0784  0.954
8
0.0240 1.0000 0.9500 0.2495  ‐.2063  0.3172
Copaeno  0.0400  0.1748  0.964
6





‐.6556 0.2495 0.3492 1.0000  0.8544  ‐.2455
Humuleno  ‐.5936  ‐.4514  ‐
.1009
‐.8526 ‐.2063 ‐.0184 0.8544  1.0000  ‐.2159
Espatulenol  ‐.4706  ‐.3608  0.080
3






  Autovalor Diferencia Proporción Acumulada
1  3.56888922 0.44362524 0.3965 0.3965
2  3.12526398 1.49289457 0.3473 0.7438
3  1.63236941 0.95889202 0.1814 0.9252
4  0.67347739 0.67347739 0.0748 1.0000
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  Autovalor  Diferencia Proporción Acumulada
5  0.00000000  0.00000000 0.0000 1.0000
6  0.00000000  0.00000000 0.0000 1.0000
7  0.00000000  0.00000000 0.0000 1.0000
8  0.00000000  0.00000000 0.0000 1.0000
9  0.00000000  0.0000 1.0000
 
Autovectores 












































































































































































108 Diversidad Genética y Composición Química de los Aceites Esenciales de 





































Mirceno  1.00000  0.95129  0.19498  0.59997 0.03110 0.04001 ‐0.53498 ‐
0.59360 
‐0.47059
Limoneno  0.95129  1.00000  0.26763  0.34423 0.07839 0.17477 ‐0.45265 ‐
0.45139 
‐0.36083
Cineol  0.19498  0.26763  1.00000  ‐
0.02896
0.95477 0.96455 0.33662 ‐
0.10089 
0.08029







Eugenol  0.03110  0.07839  0.95477  0.02400 1.00000 0.95004 0.24946 ‐
0.20628 
0.31722
Copaeno  0.04001  0.17477  0.96455  ‐
0.22002















































  Autovalor Diferencia Proporción Acumulada
1  3.56888922 0.44362524 0.3965 0.3965
2  3.12526398 1.49289457 0.3473 0.7438
3  1.63236941 0.95889202 0.1814 0.9252
4  0.67347739 0.67347739 0.0748 1.0000
5  0.00000000 0.00000000 0.0000 1.0000
6  0.00000000 0.00000000 0.0000 1.0000
7  0.00000000 0.00000000 0.0000 1.0000
8  0.00000000 0.00000000 0.0000 1.0000




  Factor1 Factor2 Factor3 Factor4 
Mirceno  0.87773 0.20259 0.40946 0.14455 
Limoneno  0.74580 0.28870 0.43604 0.41268 
Cineol  ‐0.05343 0.98601 0.13294 ‐0.08518 
Linalool  0.83970 ‐0.00947 ‐0.14535 ‐0.52316 
Eugenol  ‐0.08934 0.97017 ‐0.15470 ‐0.16385 
Copaeno  ‐0.19303 0.97662 ‐0.00506 0.09446 
transCariofil ‐0.83569 0.21585 0.45524 ‐0.21860 
Humuleno  ‐0.86124 ‐0.19885 0.45044 0.12580 
Espatulenol  ‐0.22129 0.21774 ‐0.89537 0.31928 
 
Varianza explicada por cada factor 
Factor1 Factor2 Factor3 Factor4
3.5688892 3.1252640 1.6323694 0.6734774
 
Estimaciones de comunalidad final: total = 9.000000 
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  Autovalor  Diferencia Proporción Acumulada
1  1.00000000  0.00000000 0.5000 0.5000














4  FinaVerd  Blanca  2 0.0069 .993  
3  Negra  Morada  2 0.0348 .958  
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Mirceno  1.0000  0.9513  0.195
0 
0.6000 0.0311 0.0400 ‐.5350 ‐.5936  ‐.4706
Limoneno  0.9513  1.0000  0.267
6 
0.3442 0.0784 0.1748 ‐.4527 ‐.4514  ‐.3608
Cineol  0.1950  0.2676  1.000
0 
‐.0290 0.9548 0.9646 0.3366 ‐.1009  0.0803
Linalool  0.6000  0.3442  ‐
.0290 
1.0000 0.0240 ‐.2200 ‐.6556 ‐.8526  ‐.2248
Eugenol  0.0311  0.0784  0.954
8 
0.0240 1.0000 0.9500 0.2495 ‐.2063  0.3172
Copaeno  0.0400  0.1748  0.964
6 





‐.6556 0.2495 0.3492 1.0000 0.8544  ‐.2455
Humuleno  ‐.5936  ‐.4514  ‐
.1009 
‐.8526 ‐.2063 ‐.0184 0.8544 1.0000  ‐.2159
Espatulenol  ‐.4706  ‐.3608  0.080
3 










  Autovalor  Diferencia Proporción Acumulada





  Autovalor Diferencia Proporción Acumulada
2  3.12526398 1.49289457 0.3473 0.7438
3  1.63236941 0.95889202 0.1814 0.9252
4  0.67347739 0.67347739 0.0748 1.0000
5  0.00000000 0.00000000 0.0000 1.0000
6  0.00000000 0.00000000 0.0000 1.0000
7  0.00000000 0.00000000 0.0000 1.0000
8  0.00000000 0.00000000 0.0000 1.0000
9  0.00000000 0.0000 1.0000
 
Autovectores 
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Mirceno  1.00000  0.95129  0.19498 0.59997 0.03110 0.04001 ‐0.53498  ‐
0.59360 
‐0.47059
Limoneno  0.95129  1.00000  0.26763 0.34423 0.07839 0.17477 ‐0.45265  ‐
0.45139 
‐0.36083
Cineol  0.19498  0.26763  1.00000 ‐
0.02896
0.95477 0.96455 0.33662  ‐
0.10089 
0.08029







Eugenol  0.03110  0.07839  0.95477 0.02400 1.00000 0.95004 0.24946  ‐
0.20628 
0.31722
Copaeno  0.04001  0.17477  0.96455 ‐
0.22002
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  Autovalor  Diferencia Proporción Acumulada
1  3.56888922  0.44362524 0.3965 0.3965
2  3.12526398  1.49289457 0.3473 0.7438
3  1.63236941  0.95889202 0.1814 0.9252
4  0.67347739  0.67347739 0.0748 1.0000
5  0.00000000  0.00000000 0.0000 1.0000
6  0.00000000  0.00000000 0.0000 1.0000
7  0.00000000  0.00000000 0.0000 1.0000
8  0.00000000  0.00000000 0.0000 1.0000




  Factor1 Factor2 Factor3 Factor4
Mirceno  0.87773 0.20259 0.40946 0.14455
Limoneno  0.74580 0.28870 0.43604 0.41268
Cineol  ‐0.05343 0.98601 0.13294 ‐0.08518
Linalool  0.83970 ‐0.00947 ‐0.14535 ‐0.52316
Eugenol  ‐0.08934 0.97017 ‐0.15470 ‐0.16385
Copaeno  ‐0.19303 0.97662 ‐0.00506 0.09446
transCariofil  ‐0.83569 0.21585 0.45524 ‐0.21860
Humuleno  ‐0.86124 ‐0.19885 0.45044 0.12580
Espatulenol  ‐0.22129 0.21774 ‐0.89537 0.31928
 
Varianza explicada por cada factor 
Factor1  Factor2 Factor3 Factor4

































































































































































































  Autovalor Diferencia Proporción Acumulada
1  1.00000000 0.00000000 0.5000 0.5000














4  FinaVerd  Blanca  2 0.0069 .993   
3  Negra  Morada  2 0.0348 .958   
2  CL4  CL3  4 0.4645 .494   
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Anexo D. Matriz de datos obtenida mediante el análisis de patrones de bandas con seis 
marcadores moleculares RAMs en 9 accesiones  de Ocimum sp. 
Bandas  A1  A2  A3  A4  A5  A6  A7  A8  A9 
1  0  0  0  0  0  0  0  0  0 
2  0  0  0  0  0  0  0  0  0 
3  0  1  1  1  1  1  0  0  1 
4  0  0  0  0  0  1  1  0  0 
5  0  1  1  1  1  1  0  1  1 
6  1  1  1  1  1  1  1  1  1 
7  0  0  1  1  0  1  1  0  0 
8  1  0  0  0  1  0  1  1  0 
9  1  1  1  1  0  0  0  1  1 
10  1  1  1  1  1  1  1  1  1 
11  1  1  1  0  1  1  1  1  1 
12  1  1  1  1  1  1  1  1  1 
13  1  1  1  1  1  1  1  1  1 
14  0  1  1  0  1  1  1  1  1 
15  0  0  0  1  0  0  0  1  0 
16  0  0  0  0  1  0  1  0  0 
17  1  0  0  0  1  0  0  0  0 
18  0  0  1  0  1  0  0  1  0 
19  0  1  0  0  1  0  0  0  0 
20  1  1  1  0  0  0  0  0  1 
21  1  1  1  0  1  0  0  1  0 
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22  0  1  0  0  0  0  0  1  0 
23  0  0  0  1  0  0  0  0  0 
24  0  0  0  0  0  0  0  0  0 
25  1  0  0  0  0  0  1  0  0 
26  0  0  0  0  0  0  0  0  0 
27  0  0  0  1  0  0  0  0  0 
28  1  0  1  0  0  0  1  0  0 
29  0  1  0  1  1  1  0  1  1 
30  0  0  0  1  0  0  0  0  0 
31  0  1  1  0  1  1  1  1  1 
32  0  0  0  1  0  0  0  0  0 
33  1  1  1  0  1  1  1  1  1 
34  1  0  0  0  0  0  1  0  0 
35  0  1  1  1  1  1  0  1  0 
36  1  1  1  0  1  1  1  1  1 
37  1  1  1  0  1  1  1  1  1 
38  0  0  0  1  0  0  0  0  0 
39  1  1  1  1  1  1  1  1  1 
40  1  0  1  1  0  0  1  0  0 
41  1  0  0  0  0  0  0  0  0 
42  1  1  1  1  1  1  1  1  1 
43  0  0  0  1  0  0  0  1  0 




45  0  0  0  0  0  0  0  0  0 
46  0  0  0  1  0  0  0  0  0 
47  0  0  0  0  0  0  0  0  0 
48  1  0  0  0  0  0  1  0  0 
49  0  0  0  1  0  0  0  0  0 
50  1  0  1  0  0  0  1  0  0 
51  0  1  0  1  1  1  0  1  1 
52  0  1  0  1  1  1  0  1  1 
53  0  0  0  1  0  0  1  0  0 
54  1  1  1  0  1  1  1  1  1 
55  1  1  1  0  0  0  1  1  1 
56  0  1  1  1  1  1  0  1  1 
57  1  1  1  1  1  1  1  1  1 
58  1  1  1  0  1  1  1  1  1 
59  1  1  1  1  1  1  1  1  1 
60  1  1  1  1  1  1  1  1  1 
61  1  0  1  1  0  0  1  0  0 
62  1  0  1  0  0  0  1  0  1 
63  1  1  1  1  1  1  1  1  1 
64  0  0  0  1  0  0  1  1  1 
65  0  0  0  1  0  0  1  0  0 
66  0  1  0  0  1  1  1  1  1 
67  1  1  999  0  0  0  0  0  0 
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68  1  1  999  1  0  0  0  0  0 
69  0  1  999  1  0  0  1  0  0 
70  1  0  999  1  0  0  0  0  0 
71  1  1  999  0  1  1  1  1  1 
72  1  0  999  1  0  0  0  1  0 
73  1  1  999  1  0  0  1  1  0 
74  1  1  999  1  0  0  1  0  0 
75  0  0  999  1  1  0  0  1  1 
76  1  1  999  1  1  1  1  0  0 
77  1  1  999  1  1  1  1  1  1 
78  1  1  999  0  1  1  0  1  1 
79  1  1  999  1  1  1  1  0  0 
80  1  1  999  0  1  1  1  1  1 
81  0  1  999  1  0  0  1  0  0 
82  1  1  999  0  1  0  1  1  1 
83  1  1  999  0  0  0  0  1  0 
84  1  1  999  0  1  0  0  1  1 
85  0  0  999  0  0  0  0  1  0 
86  0  0  0  0  1  0  0  0  1 
87  1  0  1  0  1  0  0  0  1 
88  0  1  1  0  1  0  1  1  0 
89  0  1  0  1  1  0  1  0  0 




91  1  1  0  1  1  0  0  1  0 
92  1  0  1  0  0  1  1  1  1 
93  1  0  0  1  0  1  1  0  1 
94  0  1  1  0  0  1  1  0  1 
95  1  0  1  0  0  1  1  1  1 
96  1  0  1  0  0  1  1  1  0 
97  1  1  1  1  0  1  0  1  1 
98  1  1  1  1  0  1  0  0  1 
99  1  1  1  1  1  1  1  1  1 
100  1  0  1  1  0  0  0  1  1 
101  1  0  0  1  1  0  0  1  1 
102  1  0  1  0  0  0  1  1  0 
103  1  0  0  1  1  0  1  1  0 
104  1  1  0  0  1  0  0  0  0 
105  1  0  0  0  0  1  0  0  0 
106  1  0  0  0  0  1  0  0  0 
107  1  1  0  1  1  0  1  1  0 
108  1  0  0  1  0  0  1  0  0 
109  1  1  1  0  1  1  0  0  0 
110  1  0  0  1  1  1  1  0  0 
111  1  0  0  1  0  0  1  0  0 
112  1  0  0  1  0  0  1  0  0 
113  1  0  0  1  0  0  1  0  0 
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114  1  1  1  1  1  1  1  1  1 
115  1  0  0  1  0  0  1  0  0 
116  1  1  1  0  1  1  1  1  1 
117  1  0  0  1  1  1  1  0  0 
118  0  1  1  0  0  0  1  0  0 
119  1  0  0  1  0  0  1  1  1 
120  0  1  1  0  1  1  1  1  0 
121  1  1  1  1  1  1  1  1  1 
122  1  1  1  1  1  1  1  1  1 
123  1  0  0  1  0  1  1  1  1 
124  1  0  0  1  0  0  1  0  1 
125  1  1  1  0  1  1  1  1  1 
126  1  1  0  1  0  0  1  1  1 
127  1  0  0  1  0  0  1  0  0 
128  1  0  0  1  0  0  0  1  1 
129  1  0  0  0  0  0  1  0  0 
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